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Χηαραχτερισατιον οφ Πορπηψροmονασ γινγιϖαλισ σιαλιδασε 2 
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Αβστραχτ 20 
Κεψ το ονσετ ανδ προγρεσσιον οφ περιοδοντιτισ ισ α χοmπλεξ ρελατιονσηιπ βετωεεν οραλ βαχτερια ανδ 21 
τηε ηοστ. Τηε οργανισmσ mοστ ασσοχιατεδ ωιτη σεϖερε περιοδοντιτισ αρε τηε περιοδονταλ πατηογενσ οφ 22 
τηε ρεδ χοmπλεξ; Ταννερελλα φορσψτηια, Τρεπονεmα δεντιχολα, ανδ Πορπηψροmονασ γινγιϖαλισ. Τηεσε 23 
οργανισmσ εξπρεσσ σιαλιδασεσ, ωηιχη χλεαϖε σιαλιχ αχιδ φροm ηοστ γλψχοπροτεινσ, ανδ χοντριβυτε το 24 
δισεασε τηρουγη ϖαριουσ mεχηανισmσ. Ηερε, ωε εξπρεσσεδ ανδ πυριφιεδ ρεχοmβιναντ Π. γινγιϖαλισ 25 
σιαλιδασε ΣιαΠΓ (ΠΓ_0352) ανδ χηαραχτερισεδ ιτσ αχτιϖιτψ ον α νυmβερ οφ συβστρατεσ, ινχλυδινγ ηοστ 26 
σιαλογλψχοπροτεινσ ανδ ηιγηλιγητινγ ιναβιλιτψ το χλεαϖε διαχετψλατεδ σιαλιχ αχιδσ α πηενοmενον 27 
οϖερχοmε βψ τηε ΝανΣ σιαλατε−εστερασε φροm Τ. φορσψτηια. Ινδεεδ ΣιαΠΓ ρεθυιρεδ ΝανΣ το mαξιmισε 28 
σιαλιχ αχιδ ηαρϖεστινγ φροm ηεαϖιλψ Ο−αχετψλατεδ συβστρατεσ συχη ασ βοϖινε σαλιϖαρψ mυχιν, ηιντινγ ατ 29 
τηε ποσσιβιλιτψ οφ ιντερσπεχιεσ χοοπερατιον ιν σιαλιχ αχιδ ρελεασε φροm ηοστ σουρχεσ βψ τηεσε mεmβερσ 30 
οφ τηε οραλ mιχροβιοτα. Αχτιϖιτψ οφ ΣιαΠΓ ανδ Π. γινγιϖαλισ ωασ ινηιβιτεδ υσινγ τηε χοmmερχιαλλψ 31 
αϖαιλαβλε χηεmοτηεραπευτιχ ζαναmιϖιρ, ινδιχατινγ ιτσ ποτεντιαλ ασ α ϖιρυλενχε ινηιβιτορ, ωηιχη αλσο 32 
ινηιβιτεδ σιαλιχ αχιδ ρελεασε φροm mυχιν, ανδ ωασ χαπαβλε οφ ινηιβιτινγ βιοφιλm φορmατιον οφ Π. 33 
γινγιϖαλισ ον οραλ γλψχοπροτειν σουρχεσ. Ζαναmιϖιρ αλσο ινηιβιτεδ ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ οραλ 34 
0DQXVFULSW:RUGGRFXPHQW &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG0DQXVFULSW:RUGGRFXPHQW)UH\HWDOB),1$/B5HYLHZHUB&RUUHFWLRQVB9GRF[
επιτηελιαλ χελλσ βψ Π. γινγιϖαλισ ανδ οτηερ περιοδονταλ πατηογενσ, βοτη ιν mονοσπεχιεσ βυτ αλσο ιν 35 
mυλτισπεχιεσ ινφεχτιον εξπεριmεντσ, ινδιχατινγ ποτεντιαλ το συππρεσσ ηοστ−πατηογεν ιντεραχτιονσ οφ α 36 
mιξεδ mιχροβιαλ χοmmυνιτψ. Τηισ στυδψ βροαδενσ ουρ υνδερστανδινγ οφ τηε mυλτιφαριουσ ρολεσ οφ 37 
βαχτεριαλ σιαλιδασεσ ιν ϖιρυλενχε, ανδ ινδιχατεσ τηατ τηειρ ινηιβιτιον ωιτη χηεmοτηεραπευτιχσ χουλδ βε 38 
α προmισινγ στρατεγψ φορ περιοδοντιτισ τηεραπψ.  39 
Ιντροδυχτιον 40 
 Τηε βλαχκ−πιγmεντεδ, Γραm νεγατιϖε, ασαχχηαρολψτιχ αναεροβε Πορπηψροmονασ γινγιϖαλισ ηασ βεεν 41 
τηε φοχυσ οφ mυχη ρεσεαρχη δυε το ιτσ ρολε ιν περιοδοντιτισ ωηερε ιτ ισ οφτεν ρεφερρεδ το ασ α 42 
 “ŬĞǇƐƚŽŶĞƉĂƚŚŽŐĞŶ ? ? ? ? ?Π. γινγιϖαλισ εξιστσ ασ α σmαλλ παρτ οφ  τηε mιχροβιοmε, ωηιχη σεεσ α 43 
ποπυλατιον σηιφτ το ινχλυδε α γρεατερ προπορτιον οφ χερταιν βαχτεριαλ σπεχιεσ, α στατε νοω ρεφερρεδ το 44 
ασ δψσβιοσισ [2]. Ιν περιοδονταλ δισεασε ƚŚŝƐƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐŚŝĨƚǁĂƐŽďƐĞƌǀĞĚŝŶƚŚĞ ? ? ? ? ?Ɛ ?ǁŝƚŚĐĞƌƚĂŝŶ45 
οργανισmσ χονσιδερεδ παρτιχυλαρλψ ιmπορταντ το περιοδονταλ δισεασε. Ταννερελλα φορσψτηια, 46 
Πορπηψροmονασ γινγιϖαλισ, ανδ Τρεπονεmα δεντιχολα φορm τηε σο−χαλλεδ ρεδ χοmπλεξ ωηιχη ισ 47 
στρονγλψ ασσοχιατεδ ωιτη δισεασε [3], ανδ ωιτη τηε αδϖεντ οφ νεξτ γενερατιον σεθυενχινγ τηειρ 48 
πρεσενχε ασ α σιγνατυρε οφ περιοδονταλ δισεασε ηασ βεεν ωελλ εσταβλισηεδ, αλονγ ωιτη οτηερ 49 
οργανισmσ ωηιχη σεεm το πλαψ α χαυσατιϖε ρολε ιν περιοδοντιτισ [2, 4]. Dυρινγ τρεατmεντ οφ 50 
περιοδοντιτισ σψστεmιχ αντιβιοτιχσ συχη ασ αζιτηροmψχιν χαν βε αδmινιστερεδ ασ αν αδϕυνχτ το 51 
mεχηανιχαλ ρεmοϖαλ οφ τηε συβγινγιϖαλ πλαθυε  [5]. Dεσπιτε τηισ α προπορτιον οφ πατιεντσ ποορλψ 52 
ρεσπονδ το περιοδονταλ τηεραπψ, ανδ ιν τηεσε πατιεντσ (ποστ−τρεατmεντ) τηε λεϖελσ οφ περιοδονταλ 53 
πατηογενσ αρε ηιγηερ τηαν ιν πατιεντσ ωηο ρεσπονδ το τρεατmεντ, ορ ιν ηεαλτηψ χοντρολσ [6]. Τηισ 54 
ĚŝĨĨŝĐƵůƚǇŝŶƚƌĞĂƚŵĞŶƚŚĂƐůĞĚƚŽŝŶĐƌĞĂƐĞĚŝŶƚĞƌĞƐƚŝŶĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨĂŶ “ĂŶƚŝ−ǀŝƌƵůĞŶĐĞĂƉƉƌŽĂĐŚ ?55 
το ταργετ τηε ϖιρυλενχε φαχτορσ οφ σπεχιφιχ πατηογενσ ορ γρουπσ οφ πατηογενσ, ινχλυδινγ τηοσε 56 
ρεσπονσιβλε φορ περιοδοντιτισ. Τηισ ηασ βεεν σεεν ιν τηε χασε οφ τηε γινγιπαινσ οφ Π. γινγιϖαλισ, ωιτη 57 
σεϖεραλ πλαντ εξτραχτσ [7, 8], ανδ σηορτ πεπτιδεσ [9] σηοων το ρεδυχε γινγιπαιν αχτιϖιτψ, ωιτη ιν ϖιτρο 58 
στυδιεσ σηοωινγ ρεδυχτιονσ ιν Π. γινγιϖαλισ βιοφιλm φορmατιον [8], ανδ δισρυπτιον οφ βαχτεριαλ νυτριεντ 59 
αχθυισιτιον λεαδινγ το δεχρεασεδ Π. γινγιϖαλισ  γροωτη [9]. Πλαντ εξτραχτσ τηατ ινηιβιτ γινγιπαινσ ηαϖε 60 
αλσο σηοων δισρυπτιον οφ ηοστ−Π. γινγιϖαλισ ιντεραχτιονσ; ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ ηοστ χελλσ, ανδ 61 
χψτοκινε προδυχτιον [7].  Μορεοϖερ, α ρεχεντ στυδψ σηοωεδ τηατ τρεατmεντ ωιτη α ποτεντ σmαλλ 62 
mολεχυλε γινγιπαιν ινηιβιτορ ιν mιχε ρεδυχεδ Π. γινγιϖαλισ ινφεχτιον ιν τηε βραιν ανδ φυρτηερ βλοχκεδ 63 
ɴ1−42 προδυχτιον ανδ νευροδεγενερατιϖε Αλζηειmερ δισεασε πατηολογψ [10]. 64 
Ανοτηερ ϖιρυλενχε φαχτορ οφ περιοδονταλ πατηογενσ ινχλυδινγ Π. γινγιϖαλισ αρε σιαλιδασεσ (αλσο χαλλεδ 65 
νευραmινιδασεσ), ενζψmεσ φρεθυεντλψ εξπρεσσεδ βψ ηοστ−δωελλινγ οργανισmσ ωηιχη χλεαϖε τερmιναλ 66 
σιαλιχ αχιδ−α φαmιλψ οφ 9−χαρβον συγαρσ−φροm ηοστ σιαλογλψχανσ. Ιν ηυmανσ τηε mοστ χοmmον σιαλιχ αχιδ 67 
ισ Ν−αχετψλνευραmινιχ αχιδ (Νευ5Αχ), ανδ ισ υσυαλλψ λινκεδ βψ ιτσ σεχονδ χαρβον το τηε τηιρδ ορ σιξτη 68 
ĐĂƌďŽŶŽĨƚŚĞƵŶĚĞƌůǇŝŶŐƐƵŐĂƌ ?ɲ ?− ?Žƌɲ ?−6 λινκεδ σιαλιχ αχιδ). Σιαλιδασεσ αρε ωελλ εσταβλισηεδ 69 
ϖιρυλενχε φαχτορσ ιν τηε γυτ ανδ νασοπηαρψνγεαλ πατηογενσ ςιβριο χηολεραε ανδ Στρεπτοχοχχυσ 70 
πνευmονιαε, ωηερε τηεψ χοντριβυτε το χολονισατιον, περσιστενχε, ανδ υλτιmατελψ δισεασε [11, 12]. 71 
Ιντερεστινγλψ, αλλ τηρεε περιοδονταλ ρεδ χοmπλεξ πατηογενσ εξπρεσσ α σιαλιδασε; ΠΓ_0352 (τερmεδ 72 
ΣιαΠΓ ηερε) ιν Π. γινγιϖαλισ, ΝανΗ ιν Τ. φορσψτηια, ανδ ΤDΕ0471 ιν Τ. δεντιχολα. Οτηερ περιοδονταλ 73 
πατηογενσ αλσο ποσσεσσ mεχηανισmσ το προχεσσ σιαλιχ αχιδ ιν τηε αβσενχε οφ σιαλιδασε εξπρεσσιον, 74 
συχη ασ σοmε Φυσοβαχτεριυm νυχλεατυm σππ., ωηιχη ποσσεσσ νευραmινατε λψασε φορ χαταβολισm οφ 75 
σιαλιχ αχιδ [13]. Ιτ ισ τηουγητ τηατ αχθυισιτιον οφ σιαλιχ αχιδ βψ οργανισmσ τηατ δο νοτ ποσσεσσ σιαλιδασεσ 76 
ισ δυε το τηε οϖεραλλ αχτιον οφ τηε mιχροβιαλ χοmmυνιτψ οφ ωηιχη τηεψ αρε παρτ οφ.  Αδδιτιοναλλψ, 77 
περιοδονταλ οργανισmσ τεντατιϖελψ ασσοχιατεδ ωιτη ηεαλτη συχη ασ ςειλλονελλα σππ. [14] ανδ τηε 78 
ρεχεντλψ χηαραχτερισεδ Ταννερελλα ΗΟΤ (οραλ ταξον ΒΥ063) [15] δο νοτ ποσσεσσ σιαλιδασεσ. Τηε 79 
αππαρεντ ιmπορτανχε οφ σιαλιδασεσ φορ περιοδονταλ πατηογενσ ηασ βεεν ινϖεστιγατεδ ιν στυδιεσ οφ 80 
σιαλιδασε κνοχκουτ. Τ. φορσψτηια νανΗ σιαλιδασε mυταντσ δισπλαψεδ δεχρεασεδ ατταχηmεντ το οραλ 81 
επιτηελιαλ χελλσ χοmπαρεδ το τηειρ παρεντ στραιν [16]. Dιφφερεντ στραινσ οφ Π. γινγιϖαλισ ηαϖε αλσο βεεν 82 
mαδε δεφιχιεντ ιν ΣιαΠΓ [17, 18], αλτηουγη τηε εξαχτ ιmπλιχατιονσ φορ ϖιρυλενχε αρε λεσσ χλεαρ βεχαυσε 83 
τηε σιαλιδασε mυταντσ δισπλαψ δεφεχτσ ιν χαπσυλε φορmατιον. Μυταντ στραινσ δο σηοω δεχρεασεδ 84 
ασσοχιατιον ωιτη ηοστ χελλσ, ωηιλε τηε ϖιρυλενχε οφ ȴƐŝĂW' mυταντσ ιν α mουσε αβσχεσσ mοδελ ισ αλσο 85 
δεχρεασεδ ρελατιϖε το τηε παρεντ στραιν, ωηερε συβχυτανεουσ ινϕεχτιονσ οφ ωιλδ τψπε Π. γινγιϖαλισ 86 
(στραιν W83) ρεσυλτεδ ιν τηε φορmατιον οφ αβσχεσσεσ ανδ υλτιmατελψ λετηαλ ινφεχτιον τηατ ωερε νοτ 87 
σεεν ιν σιαλιδασε δεφιχιεντ Π. γινγιϖαλισ [17]. Σιαλιδασε δεφιχιεντ mυταντσ οφ Τ. δεντιχολα ηαϖε αλσο βεεν 88 
στυδιεδ, ανδ τηεσε δισπλαψ ρεδυχεδ χοmπλεmεντ εϖασιον ανδ δεχρεασεδ ϖιρυλενχε ιν α mουσε αβσχεσσ 89 
mοδελ [19]. 90 
Γιϖεν τηε ιmπορτανχε οφ σιαλιδασεσ φορ περιοδονταλ πατηογεν−ηοστ ιντεραχτιονσ ανδ συβσεθυεντ 91 
ϖιρυλενχε, αβρογατιον οφ σιαλιδασε αχτιϖιτψ υσινγ σιαλιδασε ινηιβιτορσ mιγητ εξερτ αντι−ϖιρυλενχε εφφεχτσ 92 
ορ βε δετριmενταλ το τηε λιφεχψχλε οφ τηεσε οργανισmσ. Τηισ ισ παρτιχυλαρλψ περτινεντ γιϖεν ρεχεντ 93 
εϖιδενχε τηατ λεϖελσ οφ σιαλιδασε τρανσχριπτ (Τ. φορσψτηια νανΗ γενε) αρε ελεϖατεδ ιν περιοδονταλ 94 
δισεασε [20]. Σιmιλαρλψ, σιαλιδασε ενζψmε αχτιϖιτψ ισ ραισεδ ιν τηε γινγιϖαλ χρεϖιχυλαρ φλυιδ οφ πατιεντσ 95 
ωιτη περιοδονταλ δισεασε ανδ τηισ ηιγη σιαλιδασε αχτιϖιτψ ισ αν ινδιχατορ οφ ποορ ρεσπονσιϖενεσσ το 96 
στανδαρδ τρεατmεντ [21]. 97 
Σιαλιδασε ινηιβιτορσ αρε υνδεργοινγ εξτενσιϖε δεϖελοπmεντ ανδ σοmε αρε αϖαιλαβλε ασ α τρεατmεντ φορ 98 
ινφλυενζα, ωιτη τηε σιαλιδασε ινηιβιτορσ οσελταmιϖιρ ανδ ζαναmιϖιρ λιχενσεδ φορ υσε γλοβαλλψ. Σιαλιδασε 99 
ινηιβιτιον ηασ βεεν ινϖεστιγατεδ ιν Τ. φορσψτηια, ωηερε τηε ινηιβιτορ οσελταmιϖιρ ωασ σηοων το δισρυπτ 100 
βιοφιλm φορmατιον ον ηοστ σιαλογλψχαν συβστρατεσ [16]. Χονσιδερινγ τηε αβοϖε, ωε σετ ουτ το φυρτηερ 101 
χηαραχτερισε τηε σιαλιδασε οφ Π. γινγιϖαλισ, περφορmινγ α βιοχηεmιχαλ χηαραχτερισατιον ανδ 102 
εσταβιλισηινγ αν αχτιϖιτψ προφιλε ωηιλε αλσο εξαmινινγ τηε ποτεντιαλ οφ σιαλιδασε ινηιβιτορσ το  mοδυλατε 103 
πατηογενεσισ οφ Π. γινγιϖαλισ αλονε ανδ ιν χοmβινατιον ωιτη α ρανγε οφ οτηερ περιοδονταλ πατηογενσ 104 
ωιτη τηε χοmmερχιαλλψ αϖαιλαβλε σιαλιδασε ινηιβιτορ ζαναmιϖιρ. 105 
Μετηοδσ 106 
Βαχτεριαλ στραινσ, ηυmαν χελλ λινεσ, ανδ χυλτυρε χονδιτιονσ Ταννερελλα φορσψτηια στραινσ υσεδ ηερε 107 
ωερε τηε WΤ τψπε στραιν ΑΤΧΧ 43037, συππλιεδ βψ Wιλλιαm Wαδε, Θυεεν Μαρψ Υνιϖερσιτψ οφ Λονδον, 108 
ΥΚ, ανδ τηε σιαλιδασε δεφιχιεντ νανΗ ŵƵƚĂŶƚ ?d&ȴŶĂŶ, ? ? ? ? ? ?Πορπηψροmονασ γινγιϖαλισ στραινσ υσεδ 109 
ηερε ωερε τηε WΤ στραινσ ΑΤΧΧ 33277, 381 (Πγ381), ανδ α σιαλιδασε δεφιχιεντ mυταντ οφ Πγ381 110 
 ?WŐ ? ? ?ȴƐŝĂW' ? ?Φυσοβαχτεριυm νυχλεατυm στραιν ΝΧΤΧ 25586 (συβσπεχιεσ νυχλεατυm) ωασ αλσο υσεδ 111 
ιν τηισ στυδψ, συππλιεδ βψ Wιλλιαm Wαδε. Αλλ στραινσ ωερε χυλτυρεδ Ăƚ ? ?ȗƵŶĚĞƌĂŶĂĞƌŽďŝĐ112 
χονδιτιονσ (10 % ΧΟ2, 10 % Η2, 80 % Ν2) ιν α Dον−Wηιτλεψ mινι−mαχσ αναεροβιχ χαβινετ. Π. γινγιϖαλισ 113 
ανδ Φ. νυχλεατυm στραινσ ωερε χυλτυρεδ ον Φαστιδιουσ Αναεροβε Αγαρ (Λαβ Μ, Λανχασηιρε, ΥΚ) 114 
συππλεmεντεδ ωιτη 5 % (ϖ/ϖ) οξαλατεδ ηορσε βλοοδ (Τηερmο Φισηερ Σχιεντιφιχ, ΥΚ), φορ 2−3 δαψσ βεφορε 115 
ηαρϖεστινγ φορ υσε ιν εξπεριmεντσ. Τ. φορσψτηια στραινσ ωερε χυλτυρεδ ον Φαστιδιουσ Αναεροβε Αγαρ 116 
(Λαβ Μ, ΥΚ) συππλεmεντεδ ωιτη 5 % (ϖ/ϖ) οξαλατεδ Ηορσε Βλοοδ (Τηερmο Φισηερ Σχιεντιφιχ), 10 ∝γ mλ−1 117 
Ν−αχετψλνευραmινιχ αχιδ (ΝΑΜ, Σιγmα Αλδριχη, ΥΚ), ανδ 25 ∝γ mλ−1 Γενταmιχιν (Σιγmα−Αλδριχη) φορ 3−7 118 
ĚĂǇƐďĞĨŽƌĞŚĂƌǀĞƐƚŝŶŐĨŽƌƵƐĞŝŶĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ ?/ŶĂĚĚŝƚŝŽŶ ?d&A?ŶĂŶ,ĂŶĚWŐ ? ? ?A?^ŝĂW'ǁĞƌĞ119 
ιντερmιττεντλψ συβχυλτυρεδ ιν τηε πρεσενχε οφ 10 ∝γ mλ−1 ερψτηροmψχιν το ενσυρε mαιντενανχε οφ τηε 120 
αντιβιοτιχ ρεσιστανχε χασσεττε mαρκερ ρεσπονσιβλε φορ σιαλιδασε ιναχτιϖατιον. Ιmmορταλιζεδ ηυmαν οραλ 121 
κερατινοχψτεσ (ΟΚΦ6/Τερτ2) (Dιχκσον ετ αλ. 2000) ωερε κινδλψ προϖιδεδ βψ Dρ ϑ. Ρηεινωαλδ (Ηαρϖαρδ 122 
Μεδιχαλ Σχηοολ, Χαmβριδγε, ΜΑ) ανδ ωερε γροων ιν κερατινοχψτε−σερυm φρεε mεδια συππλεmεντεδ 123 
ǁŝƚŚĚĞĮŶĞĚŐƌŽǁƚŚƐƵƉƉůĞŵĞŶƚƐ ?<^&D ?&ŝƐŚĞƌ^ĐŝĞŶƚŝĮĐ ?>ŽƵŐŚďŽƌŽƵŐŚ ?h< ? ?dŚĞKƌĂů^ƋƵĂŵŽƵƐ124 
Χελλ Χαρχινοmα (ΟΣΧΧ) χελλ λινε Η357 (Τηοmασ ετ αλ. 2001; Συγιψαmα ετ αλ. 1993)−α γενερουσ γιφτ φροm 125 
Προφεσσορ Σ. Πριmε, Υνιϖερσιτψ οφ Βριστολ, ΥΚ−ǁĂƐŐƌŽǁŶŝŶƵůďĞĐĐŽ ?ƐDŽĚŝĨŝĞĚĂŐůĞDĞĚŝƵŵ126 
(DΜΕΜ) συππλεmεντεδ ωιτη 10 % (ϖ/ϖ) φοεταλ βοϖινε σερυm (ΦΒΣ), 2mΜ Λ−γλυταmινε, ανδ 100 υνιτσ 127 
mλ−1 Πενιχιλλιν−^ƚƌĞƉƚŽŵǇĐŝŶ ?^ŝŐŵĂůĚƌŝĐŚ ? ?ĞůůƐǁĞƌĞŝŶĐƵďĂƚĞĚĂƚ ? ?ȗ ? ?A K ?ǁŚĞŶŶŽƚ128 
υνδεργοινγ mεδια χηανγεσ ορ πασσαγινγ. Χελλσ ωερε γροων το 70 W ? ?A?ĐŽŶŇƵĞŶĐĞĂŶĚŵĞĚŝĂǁĂƐ129 
χηανγεδ εϖερψ 2 W4 δαψσ. ΟΒΑ−9 χελλσ ωερε mαινταινεδ ιν κερατινοχψτε βασαλ mεδιυm ΚΓΜ−2 130 
συππλεmεντεδ ωιτη επιδερmαλ γροωτη φαχτορ (ΕΓΦ), βοϖινε πιτυιταρψ εξτραχτ, επινεπηρινε, τρανσφερριν, 131 
ŚǇĚƌŽĐŽƌƚŝƐŽŶĞĂŶĚŝŶƐƵůŝŶ ?ĂƐƉĞƌƚŚĞŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌ ?ƐƌĞĐŽŵŵĞŶĚĂƚŝŽŶƐ ?>ŽŶǌĂ ? ?ĞůůƐǁĞƌĞƵƐĞĚ132 
αφτερ ρεαχηινγ νεαρ χονφλυενχε.  133 
Χλονινγ, εξπρεσσιον, ανδ πυριφιχατιον οφ ρεχοmβιναντ προτεινσ ΝανΗ ανδ ΝανΣ ωερε χλονεδ, 134 
εξπρεσσεδ, ανδ πυριφιεδ ασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ [23, 24]. Α νυχλεοτιδε σεθυενχε ενχοδινγ ΣιαΠΓ 135 
(ΠΓ_0352, βασεδ ον τηε γενοmε οφ στραιν ΑΤΧΧ 33277) ωιτηουτ τηε σεχρετιον σιγναλ σεθυενχε 136 
(συππλεmενταλ τεξτ), ωασ χοδον οπτιmισεδ φορ εξπρεσσιον ιν Ε. χολι, ανδ σψντηεσιζεδ χοmmερχιαλλψ 137 
(ΤηερmοΦισηερ). Τηε σεθυενχε αλσο χονταινεδ ρεστριχτιον σιτεσ φορ ΝδεΙ ανδ ΞηοΙ ĂƚŝƚƐ ? ?ĂŶĚ ? ?ĞŶĚƐ ?138 
εναβλινγ ιτ το βε λιγατεδ ιντο πΕΤ ϖεχτορσ. Ρεστριχτιον διγεστ ανδ λιγατιον ωασ περφορmεδ υσινγ ΝΕΒ 139 
ďƵĨĨĞƌƐ ?ƌĞƐƚƌŝĐƚŝŽŶĞŶǌǇŵĞƐ ?ĂŶĚd ?ůŝŐĂƐĞ ?ĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽŵĂŶƵĨ ĐƚƵƌĞƌ ?ƐƉƌŽƚŽĐŽůƐ ?^ŝĂW'ǁĂƐůŝŐĂƚĞĚ140 
ιντο πΕΤ21α, ανδ υλτιmατελψ τρανσφορmεδ ιντο χηεmιχαλλψ χοmπετεντ Ε. χολι ΒΛ21 (οριγαmι Β). 141 
Εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον οφ ρεχοmβιναντ ΣιαΠΓ ωασ περφορmεδ ασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ φορ ΝανΗ 142 
[24]. 143 
Χονστρυχτιον οφ Π. γινγιϖαλισ σιαΠΓ δελετιον mυταντ ανδ γενετιχ χοmπλεmεντατιον. 144 
Φορ γενερατινγ α σιαλιδασε δεφιχιεντ mυταντ, τηε σιαΠΓ γενε (ΠΓ0352) ιν Π. γινγιϖαλισ 381 στραιν ωασ 145 
ιναχτιϖατεδ βψ αν αλλελιχ ρεπλαχεmεντ στρατεγψ.  Τηε πριmερσ υσεδ ιν τηε χονστρυχτιον ανδ 146 
χοmπλεmεντατιον στρατεγψ αρε λιστεδ ιν Ταβλε 1.  Βριεφλψ, α DΝΑ φραγmεντ χονταινινγ ΠΓ0352 χοδινγ 147 
ρεγιον ανδ φλανκινγ σεθυενχεσ ωασ ΠΧΡ αmπλιφιεδ ωιτη Πριmερσ #1 ανδ #2 υσινγ τηε Π. γινγιϖαλισ 381 148 
γDΝΑ. Τηισ προδυχτ ωασ τηεν υσεδ ασ α τεmπλατε το αmπλιφψ τηε υπστρεαm ανδ δοωνστρεαm ρεγιονσ 149 
ŽĨW' ? ? ? ?ǁŝƚŚƉƌŝŵĞƌƐĞƚƐ ? ?ĂŶĚ ? ? ?ĨŽƌ ? ?ĞŶĚ ?ĂŶĚ ? ?ĂŶĚ ? ? ?ĨŽƌ ? ?ĞŶĚ ? ?ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ ?/ŶƉĂƌĂůůĞů ?150 
τηε ερmΦ γενε (797 βπ) ωασ αmπλιφιεδ φροm τηε πλασmιδ πςΑ2198 ωιτη Πριmερσ #4 ανδ #6.  Πριmερσ 151 
#3, #4, #5, ανδ #6 χονταιν οϖερλαππινγ σεθυενχεσ φορ ερmΦ ανδ ΠΓ0352 το αλλοω γενερατιον οφ α 152 
φυσιον φραγmεντ ϖια οϖερλαπ ΠΧΡ. Φιναλλψ, ΠΧΡ προδυχτσ οφ ΠΓ0352 ωιτη φλανκινγ ρεγιονσ ανδ ερmΦ 153 
γενε ωερε χοmβινεδ ιν αν οϖερλαπ ΠΧΡ ρεαχτιον υσινγ πριmερσ #1 ανδ #2.  Τηε οϖερλαπ ΠΧΡ προδυχτ 154 
ωασ σεθυενχεδ το χονφιρm τηε χορρεχτ φυσιον οφ φραγmεντσ ανδ τηεν τρανσφορmεδ ιντο Π. γινγιϖαλισ 155 
381 βψ ελεχτροπορατιον ασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ [25]. Τρανσφορmαντσ ωερε πλατεδ ον ΤΣΒ−βλοοδ αγαρ 156 
πλατεσ χονταινινγ 10 ∝γ mλ−1 οφ ερψτηροmψχιν ανδ ινχυβατεδ ατ 37 °Χ αναεροβιχαλλψ φορ 10 δαψσ. 157 
Φολλοωινγ ινχυβατιον, ερψτηροmψχιν−ρεσισταντ χολονιεσ ωερε σχρεενεδ βψ ΠΧΡ ανδ Σουτηερν βλοττινγ. 158 
Ονε ρεπρεσεντατιϖε δελετιον mυταντ ασ χονφιρmεδ βψ ΠΧΡ ανδ Σουτηερν βλοττινγ (δατα νοτ σηοων) 159 
ĂŶĚƐŚŽǁŝŶŐŶŽƐŝĂůŝĚĂƐĞĂĐƚŝǀŝƚǇǁĂƐƐĞůĞĐƚĞĚĂŶĚĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚĂƐWŐ ? ? ?ȴƐŝĂW' ?&Žƌ160 
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨWŐ ? ? ?ȴƐŝĂW' ?ŝŶƚƌĂŶƐĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƚŝŽŶǁŝƚŚƚŚĞσιαΠΓ γενε ον τηε σελφ−161 
ρεπλιχατινγ σηυττλε πλασmιδ πΤ−ΧΟW ωασ εmπλοψεδ ασ ωε ηαϖε περφορmεδ πρεϖιουσλψ [25]. Βριεφλψ, τηε 162 
σιαΠΓ γενε φραγmεντ αmπλιφιεδ βψ ΠΧΡ ωιτη τηε πριmερσ ΦWD ΒαmΗΙ ανδ ΡΕς ΣαλΙ (Ταβλε 1) ωασ 163 
διγεστεδ ωιτη ΒαmΗΙ ανδ ΣαλΙ ανδ λιγατεδ ιντο ΒαmΗΙ ανδ ΣαλΙ διγεστδ πΤ−ΧΟW πλασmιδ. Τηε ρεσυλτινγ  164 
πλασmιδ, πΤ−W' ? ? ?ǁĂƐƚƌĂŶƐĨŽƌŵĂƚŝŽŶŝŶƚŽWŐ ? ? ?ȴƐŝĂW'ďǇƚƌŝ−παρενταλ χονϕυγατιον ινϖολϖινγ ωιτη 165 
WŐ ? ? ?ȴƐŝĂW' ?Ε. χολι χαρρψινγ σηυττλε ϖεχτορ πΤ−ΠΓ352Χ ανδ Ε. χολι χαρρψινγ ηελπερ πλασmιδ πΡΚ231 166 
4,5. Τηε τρανσφορmαντσ ωερε σελεχτεδ ον  ΤΣΒ−βλοοδ αγαρ πλατε χονταινινγ 100 ∝γ mλ−1 οφ γενταmιχιν 167 
(Ινϖιτρογεν), 10 ∝γ mλ−1 οφ ερψτηροmψχιν (Σιγmα) ανδ 1 ∝γ mλ−1 οφ τετραχψχλινε (Σιγmα). Τηε χοmπλετεδ 168 
ĐůŽŶĞƐǁŝƚŚƐŝĂůŝĚĂƐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶǁĞƌĞƐĂǀĞĚĂŶĚŽŶĞƌĂŶĚŽŵĐůŽŶĞĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚȴσιαΠΓ+ σερϖεδ ασ α 169 
ρεπρεσεντατιϖε.  170 
Ινηιβιτιον οφ ωηολε περιοδονταλ πατηογενσ ανδ πυριφιεδ σιαλιδασεσ βψ ζαναmιϖιρ. Ζαναmιϖιρ ωασ 171 
προϖιδεδ βψ ΓλαξοΣmιτηΚλινε (ΓΣΚ, Wεψβριδγε, ΥΚ). Wηολε Τ. φορσψτηια ορ Π. γινγιϖαλισ, ορ πυριφιεδ 172 
σιαλιδασεσ 2.5 νΜ ΝανΗ ορ 5 νΜ ρΣιαΠΓ ωερε ινχυβατεδ ιν τηε πρεσενχε οφ 0.1 mΜ ΜΥΝΑΝΑ, ιν 50 173 
mΜ Σοδιυm Πηοσπηατε 200 mΜ ΝαΧλ, πΗ 7.4 (το mιmιχ ηοστ πηψσιολογιχαλ χονδιτιονσ), ιν τηε 174 
πρεσενχε οφ διφφερεντ χονχεντρατιονσ οφ ζαναmιϖιρ (0−10 mΜ). Σιαλιδασε ινηιβιτιον ωασ εξπρεσσεδ ασ 175 
τηε περχενταγε χηανγε ιν φλυορεσχενχε ατ α γιϖεν χονχεντρατιον οφ ινηιβιτορ, ρελατιϖε το φλυορεσχενχε 176 
ιν τηε αβσενχε οφ ινηιβιτορ. Σιαλιδασε ινηιβιτιον (%) ωασ πλοττεδ αγαινστ λογ[ινηιβιτορ], ανδ τηε 177 
ϖαριαβλε σλοπε mοδελ αππλιεδ το οβταιν τηε ΙΧ50 οφ ζαναmιϖιρ φορ ΣιαΠΓ ανδ ΝανΗ ιν Γραπηπαδ Πρισm 178 
7, υσινγ τηε εθυατιον: Ψ=100/(1+10 (ΛογΙΧ50−Ξ) ⋅ ΗιλλΣλοπε). Ψ = σιαλιδασε αχτιϖιτψ ρελατιϖε το νο 179 
ινηιβιτορ χονδιτιον (%), Ξ = λογ[ινηιβιτορ], ανδ Ηιλλσλοπε = στεεπνεσσ οφ τηε χυρϖε. 180 
Βιοχηεmιστρψ οφ ΣιαΠΓ: Dετερmινατιον οφ οπτιmυm πΗ, ρεαχτιον κινετιχσ ωιτη ΜΥΝΑΝΑ ανδ 181 
σιαλψλλαχτοσε, ανδ σιαλιχ αχιδ ρελεασε φροm mυχιν ιν χονχερτ ωιτη ΝανΣ φροm Τ. φορσψτηια. Wηολε Π. 182 
γινγιϖαλισ ανδ πυριφιεδ ΣιαΠΓ ωερε τεστεδ φορ πΗ οπτιmα ιν α σιmιλαρ mαννερ το Τ. φορσψτηια ανδ ιτσ 183 
σιαλιδασε [24].  Φορ ωηολε χελλ ασσαψσ, βαχτερια ωερε ρεσυσπενδεδ φροm αγαρ πλατεσ, ωασηεδ 3ξ ιν 184 
πηοσπηατε βυφφερ σαλινε, πΗ 7.4 (ΠΒΣ, Σιγmα Αλδριχη) ανδ χεντριφυγατιον ατ 10000 γ φορ 2 mινυτεσ, 185 
ανδ ρεσυσπενδεδ το αν ΟD600 οφ 0.05 ιν αππροπριατε ρεαχτιον βυφφερσ (20 mΜ σοδιυm χιτρατε Wχιτριχ 186 
αχιδ (πΗ 3.0 W6.4), σοδιυm πηοσπηατε mονο−βασιχ/διβασιχ (πΗ 6.8 W8.8) ορ σοδιυm χαρβονατε Wσοδιυm 187 
βιχαρβονατε (πΗ 9.2 W10.5)).  Φορ πΗ οπτιmυm δεριϖατιον φορ πυριφιεδ ΣιαΠΓ, ενζψmε ωασ υσεδ ατ 2.5 188 
νΜ.  Ιν βοτη χασεσ, χελλσ ορ ενζψmε ωερε ινχυβατεδ ωιτη 100 ∝Μ Μυ−ΝΑΝΑ ανδ θυενχηεδ ωιτη 189 
αδδιτιον οφ 100 mΜ σοδιυm χαρβονατε βυφφερ, πΗ 10.5, ατ α ϖολυmε ρατιο οφ 1 : 1.5 (ρεαχτιον: σοδιυm 190 
χαρβονατε), ανδ σιαλιδασε αχτιϖιτψ θυαντιφιεδ βψ mεασυρινγ 4−DhĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ ?ʄĞǆA? ? ? ?Ŷŵ ?ʄĞŵA?191 
450 νm).  Φορ ωηολε Π. γινγιϖαλισ ασσαψσ ωερε περφορmεδ οϖερ 1−3 ηουρσ ατ 37 °Χ, ινχυβατιον ωιτη 192 
ΣιαΠΓ ωασ περφορmεδ οϖερ 1−3 mινυτεσ ατ ροοm τεmπερατυρε (∼20 °Χ). 193 
Φορ δεριϖατιον οφ Μιχηαελισ−Μεντεν κινετιχσ φορ ΣιαΠΓ, 2.5 νΜ ενζψmε ωασ ινχυβατεδ ωιτη ϖαρψινγ 194 
χονχεντρατιονσ οφ ΜΥ−ΝΑΝΑ ανδ αγαιν θυενχηεδ.  Α στανδαρδ χυρϖε οφ τηε φλυορεσχενχε σιγναλ οφ 4−195 
ΜΥ ατ δεφινεδ χονχεντρατιονσ ωασ αλσο οβταινεδ, εναβλινγ σιαλιδασε αχτιϖιτψ το βε εξπρεσσεδ ασ 4−ΜΥ 196 
ρελεασεδ ∝mολ mιν−1 mγ−1 ΣιαΠΓ.  Σιmιλαρ χονδιτιονσ ωερε υσεδ φορ δεριϖατιον οφ κινετιχ παραmετερσ 197 
ωιτη 3/6−σιαλλψλ−λαχτοσε, εξχεπτ νο θυενχηινγ ωασ ρεθυιρεδ ανδ τηε λεϖελσ οφ ρελεασεδ σιαλιχ αχιδ υσινγ 198 
α mοδιφιεδ Τηιοβαρβιτυριχ αχιδ (ΤΒΑ) ασσαψ.  Ιν τηισ χασε ρεαχτιονσ ωερε στοππεδ ατ τιmε ποιντσ οϖερ 199 
1−5 mινυτεσ βψ χοmmενχεmεντ οφ τηε ΤΒΑ ασσαψ: Φιφτψ mιχρολιτρεσ οφ τηεσε ρεαχτιονσ ωερε αδδεδ το 200 
25 ∝λ οφ 25 mΜ σοδιυm περιοδατε (Σιγmα WΑλδριχη) ιν 60 mΜ Η2ΣΟ4 (Τηερmο Φισηερ) ανδ ινχυβατεδ 201 
φορ 30 mιν ατ 37 °Χ. Τηισ οξιδατιον στεπ ωασ στοππεδ βψ τηε αδδιτιον οφ 20 ∝λ οφ 2% (ω/ϖ) σοδιυm 202 
mετα−αρσενιτε (Σιγmα WΑλδριχη) ιν 500 mΜ ΗΧλ. Φορτψ−σεϖεν mιχρολιτρεσ οφ τηισ ρεαχτιον ωερε αδδεδ το 203 
100 ∝λ οφ 100 mΜ ΤΒΑ, πΗ 9.0, ανδ ινχυβατεδ ατ 95 °Χ φορ 7.5 mιν, ρεσυλτινγ ιν τηε τηιολ−λαβελλινγ οφ 204 
φρεε σιαλιχ αχιδ. Υπον χεντριφυγατιον ατ 1500 Γ φορ 5 mιν, τηε πινκ χηροmοπηορε ιν τηε χλαριφιεδ 205 
συπερναταντ ωασ σπεχτροπηοτοmετριχαλλψ θυαντιφιεδ ατ Α549. Α στανδαρδ χυρϖε οφ κνοων σιαλιχ αχιδ 206 
(Νευ5Αχ, Χαρβοσψντη) χονχεντρατιονσ ωασ υσεδ το χαλχυλατε σιαλιχ αχιδ ρελεασε ιν ∝mολmιν−1mγ−1 207 
ΣιαΠΓ. Φιναλλψ, ρελεασε οφ Νευ5Αχ φροm mυχιν ωασ ασσεσσεδ υσινγ ΒΣΜ ανδ τηε ΤΒΑ ασσαψ. ΠΒΣ + 6 ∝Μ 208 
ΒΣΜ ωασ ινχυβατεδ ωιτη χοmβινατιονσ οφ 100 νΜ ρΣιαΠΓ, 0.5 mΜ ζαναmιϖιρ, ανδ/ορ τηε σιαλατε−Ο−209 
αχετψλεστερασε ΝανΣ φροm Τ. φορσψτηια (100 νΜ), ανδ ινχυβατεδ φορ 30 mινυτεσ ατ 37 °Χ, βεφορε τηε 210 
ρεαχτιον ωασ στοππεδ ανδ τηε ΤΒΑ ασσαψ χοmmενχεδ ασ δεσχριβεδ αβοϖε.  211 
      212 
Αναλψσισ οφ Προχαιναmιδε λαβελλεδ γλψχανσ. ΣΛεΞ ανδ ΦΑ2Γ2Σ2 (Α2Φ) γλψχανσ (Λυδγερ Λτδ.) υνδερωεντ 213 
προχαιναmιδε λαβελλινγ (σεε βελοω), ασ ωερε γλψχανσ ρελεασεδ φροm ρεχοmβιναντ ηυmαν ΕΠΟ ασ 214 
πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ [23]. Βριεφλψ, ηυmαν ΕΠΟ ωασ εξπρεσσεδ ιν Χηινεσε ηαmστερ οϖαρψ (ΧΗΟ) χελλσ (α 215 
γιφτ φροm Αντονιο ςαλλιν, Χεντερ φορ Μολεχυλαρ Ιmmυνολογψ, Λα Ηαβανα, Χυβα) ανδ ρελεασεδ υσινγ 216 
πεπτιδε Ν−γλψχοσιδασε Φ (ΠΝΓασε Φ, Ε−ΠΝΓ01; Λυδγερ Λτδ). ΕΠΟ (ιν 17.5 ∝λ) ωασ δενατυρεδ ατ 100 °Χ 217 
φορ 5 mινσ ωιτη τηε αδδιτιον οφ 6.25 ∝λ 2 % (ω/ϖ) ΣDΣ, ανδ 1 Μ 2−mερχαπτοετηανολ, τηεν ινχυβατεδ ατ 218 
37 °Χ φορ 16 η ωιτη 1 ∝λ ΠΝΓασε Φ ανδ 1.25 ∝λ 15 % (ω/ϖ) Τριτον Ξ−100. Ρελεασεδ Ν−γλψχανσ ωερε 219 
φλυορεσχεντλψ λαβελλεδ ωιτη 2−αmινοβενζαmιδε (2−ΑΒ) ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ [26] υσινγ α  ΛΤ−ΚΠΡΟΧ−220 
96 κιτ (Λυδγερ Λτδ.). Τηε ρελεασεδ γλψχανσ ωερε ινχυβατεδ ωιτη λαβελλινγ ρεαγεντσ φορ 3 η ατ 65 °Χ. Τηε 221 
2−ΑΒ− λαβελλεδ γλψχανσ ωερε χλεανεδ υπ υσινγ ΛυδγερΧλεαν Σ Χαρτριδγεσ (Λυδγερ Λτδ), τηεν ινχυβατεδ 222 
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ατ 37 °Χ. Γλψχανσ ωερε χλεανεδ−υπ ανδ ΣιαΠΓ ρεmοϖεδ υσινγ α ΛΧ−ΠΡΟΧ−96 κιτ (Λυδγερ Λτδ.) 224 
Προχαιναmιδε λαβελλεδ γλψχανσ (Λυδγερ) ωερε αναλψσεδ βψ ΥΗΠΛΧ−ΜΣ/ΜΣ. Ηερε, 25 ∝λ οφ εαχη σαmπλε 225 
ωασ ινϕεχτεδ ιντο α Wατερσ ΑΧΘΥΙΤΨ ΥΠΛΧ Γλψχαν ΒΕΗ Αmιδε χολυmν (2.1 ξ 150 mm, 1.7 ∝m παρτιχλε 226 
σιζε, 130 ⊕ πορε σιζε) ατ 40°Χ ον α Dιονεξ Υλτιmατε 3000 ΥΗΠΛΧ ινστρυmεντ ωιτη α φλυορεσχενχε 227 
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ωασ α 50 mΜ αmmονιυm φορmατε σολυτιον (πΗ 4.4) ανδ mοβιλε πηασε Β ωασ νεατ αχετονιτριλε. 229 
Αναλψτε σεπαρατιον ωασ αχχοmπλισηεδ βψ α γραδιεντ ρυννινγ φροm 76−51% mοβιλε πηασε Β οϖερ 70 230 
mινυτεσ ατ α φλοω ρατε οφ 0.4 mλ mιν−1. Τηε Αmαζον Σπεεδ ωασ οπερατεδ ιν τηε ποσιτιϖε σενσιτιϖιτψ 231 
mοδε υσινγ φολλοωινγ σεττινγσ: σουρχε τεmπερατυρε, 180 Χ; γασ φλοω, 4 Λ mιν−1; χαπιλλαρψ ϖολταγε, 4500 232 
ς; ΙΧΧ ταργετ, 200,000; mαξιmυm αχχυmυλατιον τιmε, 50.00 mσ; ρολλινγ αϖεραγε, 2; νυmβερ οφ 233 
πρεχυρσορ ιονσ σελεχτεδ, 3; σχαν mοδε, ενηανχεδ ρεσολυτιον; mασσ ρανγε σχαννεδ, 400 το 1700. Dατα 234 
ωασ αναλψσεδ υσινγ Βρυκερ Χοmπασσ Dατα Αναλψσισ σοφτωαρε ϖ4.1 ανδ γλψχαν διαγραmσ mαδε υσινγ 235 
ΓλψχοWορκβενχη ϖ2.0. Γλψχαν χοmποσιτιονσ ωερε ελυχιδατεδ βασεδ ον ΜΣ2 φραγmεντατιον. 236 
Λεχτιν σταινινγ φορ χελλ συρφαχε σιαλιχ αχιδ− ιmmυνοφλυορεσχενχε mιχροσχοπψ. Η357 χελλσ ωερε σεεδεδ 237 
ατ α δενσιτψ οφ 1.5ξ105 χελλσ mλ−1 ιντο τηε ωελλσ οφ α 24−ωελλ τισσυε χυλτυρε πλατε ωηιχη χονταινεδ 238 
στεριλε γλασσ χοϖερσλιπσ (ΒDΗ). Τηεσε ωερε ινχυβατεδ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2 φορ 18 ηουρσ. Τρεατmεντ ωιτη 239 
ΣιαΠΓ ανδ ΝανΗ ωασ περφορmεδ βψ ωασηινγ 2 ξ ωιτη ΠΒΣ, τηεν ινχυβατεδ ωιτη 200 νΜ οφ εαχη 240 
σιαλιδασε φορ 30 mινυτεσ ατ 37 °Χ. Χελλσ τηεν υνδερωεντ σιαλιχ αχιδ σταινινγ ωιτη λεχτινσ φροm 241 
Σαmβυχυσ νιγρα  ?&/dĐŽŶũƵŐĂƚĞĚ^E ?sĞĐƚŽƌ>ĂďƐ ?ƐƉĞĐŝĨŝĐĨŽƌɲ ?−6 Νευ5Αχ λινκαγεσ), Μααχκια 242 
αmυριενσισ (Βιοτινψλατεδ Μ ?sĞĐƚŽƌ>ĂďƐ ?ƐƉĞĐŝĨŝĐĨŽƌɲ ?−3 Νευ5Αχ λινκαγεσ). Αφτερ τρεατmεντ, χελλσ 243 
ωερε ωασηεδ τωιχε ωιτη 500 ∝λ ΠΒΣ φολλοωεδ βψ αππλιχατιον οφ λεχτινσ: 4 ∝γ mλ−1 ΣΝΑ ορ 8 ∝γ mλ−1 244 
ΜΑΑ, φορ 30 mινυτεσ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2. Χελλσ ωερε ωασηεδ τωιχε ωιτη 500 ∝λ ΠΒΣ, ανδ χονδιτιονσ 245 
χονταινινγ ΜΑΑ υνδερωεντ α σεχονδ ινχυβατιον ωιτη 2 ∝γ mλ−1 Τεξασ Ρεδ−Στρεπταϖιδιν, φορ 30 246 
mινυτεσ ατ 37 °Χ. Σταινεδ χελλσ ωερε ωασηεδ τηρεε τιmεσ ωιτη 500 ∝λ ΠΒΣ ανδ φιξεδ ωιτη 500 ∝λ 2 % 247 
(ω/ϖ) παραφορmαλδεηψδε φορ 15 mινυτεσ ατ 37 °Χ. Χοϖερσλιπσ ωιτη φιξεδ χελλσ ωερε ρεmοϖεδ φροm ωελλσ 248 
ανδ mουντεδ οντο γλασσ σλιδεσ ωιτη ΠροΛονγ Γολδ Αντιφαδε mουντ (χονταινινγ DΑΠΙ, ΤηερmοΦισηερ 249 
Σχιεντιφιχ). Μουντεδ χελλσ ωερε ινχυβατεδ φορ ατ λεαστ 18 ηουρσ ανδ ϖισυαλισεδ ωιτηιν ονε ωεεκ. 250 
Ιmαγινγ ωασ περφορmεδ ωιτη αν Αξιοϖερτ 200Μ φλυορεσχενχε mιχροσχοπε (Ζεισσ) ανδ ασσοχιατεδ 251 
Αξιοϖερτ σοφτωαρε (Ζεισσ). Ιmαγεσ ωερε προχεσσεδ υσινγ Φιϕι−ιmαγεϑ, Σοφτωαρε [27]. Φλυορεσχενχε 252 
βαχκγρουνδ συβτραχτιον ωασ περφορmεδ φορ αλλ ιmαγεσ υσινγ τηε σαmε παραmετερσ φορ εαχη 253 
φλυορεσχενχε χολουρ χηαννελ ιν α γιϖεν εξπεριmεντ. 254 
Βιοφιλm ασσαψσ. Π. γινγιϖαλισ ωασ χυλτυρεδ ιν τηε ωελλσ οφ α 96−ωελλ τισσυε χυλτυρε πλατε (πολψ−λψσινε 255 
χοατεδ, Γρεινερ): Βαχτερια φροm αν αγαρ πλατε ωερε ρεσυσπενδεδ το αν ΟD600 οφ 0.05 ιν Τρψπτιχ Σοψ 256 
Βροτη (ΤΣΒ; Σιγmα−Αλδριχη) συππλεmεντεδ ωιτη 2 % (ω/ϖ) ψεαστ εξτραχτ, 1 ∝γ mλ−1 ϖιταmιν Κ, 5 ∝γ mλ−1 257 
ηεmιν, 50 ∝γ mλ−1 γενταmιχιν, ανδ ειτηερ 6 mΜ Νευ5Αχ ορ νο αδδιτιοναλ συππλεmεντσ. Ιν χονδιτιονσ 258 
τεστινγ ηοστ γλψχοπροτεινσ, 100 ∝λ οφ 6 ∝Μ ΒΣΜ, 100 % (ϖ/ϖ) ποολεδ ηυmαν σαλιϖα, ορ φεταλ βοϖινε 259 
σερυm (ΦΒΣ) ωασ αδδεδ το πλατε ωελλσ ανδ λεφτ το χοατ τηε ωελλσ βψ ινχυβατιον ατ 4 °Χ οϖερνιγητ, 260 
ρεmοϖεδ, ανδ ωελλσ ωασηεδ ωιτη ΠΒΣ ονχε. Ιν χονδιτιονσ τεστινγ τηε εφφεχτ οφ σιαλιδασε ινηιβιτιον, 10 261 
mΜ ζαναmιϖιρ ωασ ινχλυδεδ. Αλλ mεδια ωασ εθυιλιβρατεδ οϖερνιγητ ιν χυλτυρε χονδιτιονσ, ναmελψ, 37 262 
ȗƵŶĚĞƌĂŶĂĞƌŽďŝĐĂƚŵŽƐƉŚĞƌĞ ? ? ?A?K2, 10 % Η2, 80 % Ν2). Βιοφιλmσ ωερε χυλτυρεδ φορ 5 δαψσ. Το 263 
θυαντιφψ πλανκτονιχ ορ τοταλ γροωτη, αλλ χονδιτιονσ υνδερωεντ ΟD600 mεασυρεmεντ υσινγ α Τεχαν 264 
Ινφινιτε Μ200 πλατε ρεαδερ. Θυαντιφιχατιον ωασ χαρριεδ ουτ βψ ειτηερ χρψσταλ ϖιολετ σταινινγ ορ mανυαλ 265 
χουντινγ οφ οργανισmσ. Χρψσταλ ϖιολετ σολυτιον (0.1 % ω/ϖ) ωασ αδδεδ το εαχη ωελλ ανδ ινχυβατεδ ατ 266 
ροοm τεmπερατυρε φορ 30 mινυτεσ. Αφτερ ινχυβατιον, χρψσταλ ϖιολετ ωασ ρεmοϖεδ ανδ ωελλσ ωερε 267 
γεντλψ ωασηεδ 3−4 τιmεσ ωιτη ΠΒΣ βεφορε ϖισυαλισατιον υσινγ λιγητ mιχροσχοπψ ορ εξτραχτιον ωιτη 80: 268 
20 ετηανολ: αχετονε. Φορ mανυαλ χουντινγ, βιοφιλmσ ωερε γεντλψ ωασηεδ τωιχε υσινγ ΠΒΣ το ρεmοϖε 269 
πλανκτονιχ χελλσ, ανδ ϖιγορουσλψ ρεσυσπενδεδ ιν ΠΒΣ ανδ σεριαλ διλυτεδ ωηερε αππροπριατε. Βαχτερια 270 
ωερε ενυmερατεδ βψ χουντινγ υσινγ α Ηελβερ χηαmβερ (Ηαωκσλεψ) υνδερ πηασε χοντραστ mιχροσχοπψ, 271 
400 ξ mαγνιφιχατιον. 272 
Αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ Η357 ορ ΟΚΦ6 χελλσ ωερε σεεδεδ ιντο τηε ωελλσ οφ α 24−ωελλ τισσυε 273 
χυλτυρε πλατε ατ α δενσιτψ οφ 1.2 ξ 105−2 ξ 105 χελλσ ανδ ινχυβατεδ φορ 24−48η.  Μεδια ωασ ρεmοϖεδ, 274 
τηε χελλσ ιν ονε ωελλ ωερε δεταχηεδ βψ τρψπσινισατιον ανδ χουντεδ βψ ηαεmοχψτοmετρψ, το δετερmινε 275 
τηε νυmβερ οφ χελλσ περ ωελλ. Ρεmαινινγ χελλσ ωερε ινχυβατεδ φορ 1 ηουρ ιν mεδια συππλεmεντεδ ωιτη 276 
2 % (ω/ϖ) βοϖινε σερυm αλβυmιν (ΒΣΑ), τηεν ωασηεδ τωιχε ωιτη ΠΒΣ. Βαχτερια ωερε θυαντιφιεδ υσινγ 277 
α Ηελβερ χηαmβερ (Ηαωκσλεψ) υνδερ πηασε χοντραστ mιχροσχοπψ, 400 ξ mαγνιφιχατιον. Βαχτεριαλ 278 
συσπενσιονσ ωερε διλυτεδ ιν χυλτυρε mεδια (ωιτη νο ΦΒΣ ορ αντιβιοτιχσ) το α ρατιο οφ 1:100 ηοστ χελλσ: 279 
βαχτερια, ανδ φορ ινηιβιτορ τεστινγ χονδιτιονσ 10 mΜ ζαναmιϖιρ ωασ ινχλυδεδ. Τηεσε συσπενσιονσ ωερε 280 
ινχυβατεδ ωιτη τηε ηοστ χελλσ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2 φορ 1.5 ηουρσ, ορ ιν εmπτψ ωελλσ χονταινινγ νο ηοστ 281 
χελλσ−ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝŶŐĂďĂĐƚĞƌŝĂů “ǀŝĂďŝůŝƚǇ ?ĐŽŶƚƌŽů ?ĨƚĞƌŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ?ƚŚĞǁĞůůƐǁĞƌĞǁĂƐŚĞĚƚǁŝĐĞǁŝƚŚ282 
ΠΒΣ, ανδ ειτηερ ηαρϖεστεδ (σεε βελοω)−ĨŽƌŵŝŶŐƚŚĞ “ƚŽƚĂůĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ ?ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ ?ŽƌŵĞδια ωιτη 200 283 
∝γ mλ−1 mετρονιδαζολε ωασ αδδεδ, τηεν ινχυβατεδ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2 φορ 1 ηουρ, φορmινγ τηε 284 
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δειονισεδ ωατερ ανδ σχραπεδ ωιτη α πιπεττε τιπ φορ ονε mινυτε. Συφφιχιεντ λψσισ ωασ χηεχκεδ βψ 286 
mιχροσχοπψ (τηισ mετηοδ ρελιαβλψ ρεσυλτεδ ιν >99 % λψσισ). Ηαρϖεστεδ βαχτεριαλ συσπενσιονσ 287 
υνδερωεντ σεριαλ διλυτιονσ ανδ ωερε πλατεδ οντο αγαρ βψ Μιλεσ−Μισρα mετηοδολογψ. Αφτερ ινχυβατιον 288 
ανδ χολονψ χουντινγ, τηε νυmβερ οφ βαχτερια ασσοχιατεδ ωιτη ηοστ χελλσ ωασ δετερmινεδ ανδ 289 
εξπρεσσεδ ασ α περχενταγε οφ ϖιαβλε βαχτερια τηατ ωερε ασσοχιατεδ ωιτη ανδ ηαδ ινϖαδεδ τηε ΟΚΦ6 290 
ĐĞůůƐ ?ǇƐƵďƚƌĂĐƚŝŶŐŝŶǀĂĚĞĚŽƌŐĂŶŝƐŵƐĨƌŽŵĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ?ƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨ “ĂƚƚĂĐŚĞĚ ?ďĂĐƚĞƌŝĂǁĂƐ291 
οβταινεδ.  292 
Ασσεσσmεντ οφ ζαναmιϖιρ χψτοτοξιχιτψ Θυαντιφψινγ mεταβολισm ασ αν ινδιχατορ οφ χελλ ϖιαβιλιτψ ωασ 293 
περφορmεδ υσινγ 3−(4,5−Dιmετηψλτηιαζολ−2−ψλ)−2,5−Dιπηενψλτετραζολιυm Βροmιδε (ΜΤΤ). Τωεντψ φιϖε 294 
τηουσανδ ΟΚΦ6 χελλσ ιν DΚΣΦΜ ωερε σεεδεδ ιντο τηε ωελλσ οφ α 96 ωελλ τισσυε χυλτυρε πλατε (Γρεινερ), 295 
ανδ ινχυβατεδ φορ 24 ηουρσ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2. Χελλσ ωερε τηεν ωασηεδ τωιχε ωιτη ΠΒΣ, ανδ mεδια 296 
συππλεmεντεδ ωιτη 1 mγ mλ−1 ΜΤΤ, ανδ 0, 2.5, 5, 7.5, ορ 10 mΜ ζαναmιϖιρ ωασ αδδεδ. Χελλσ ωερε 297 
ινχυβατεδ φορ 2.5 ηουρσ ατ 37 °Χ, 5 % ΧΟ2. ΜΤΤ−συππλεmεντεδ mεδια ωασ ρεmοϖεδ, ανδ χελλσ ωερε 298 
ωασηεδ τωιχε υσινγ ΠΒΣ. Φορmαζαν χρψσταλσ ωερε σολυβιλισεδ υσινγ ισοπροπανολ + 0.125 % (ϖ/ϖ) ΗΧλ, 299 
ανδ θυαντιφιεδ βψ mεασυρινγ αβσορβανχε ατ 540 νm, ρεφερενχε ατ 630 νm υσινγ α Τεχαν Ινφινιτε 300 
Μ200 πλατε ρεαδερ. Α χοmmερχιαλλψ αϖαιλαβλε λαχτατε δεηψδρογενασε (ΛDΗ) ασσαψ, Χψτοτοξ 96 301 
(Προmεγα) ωασ αλσο υσεδ το ασσεσσ χελλ mεmβρανε περmεαβιλιτψ ασ α mεασυρε οφ ϖιαβιλιτψ, αχχορδινγ 302 
ƚŽŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌƐ ?ŝŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶƐ ?ǁŝƚŚĐĞůůƐƐĞĞĚĞĚĂƐĚĞƐĐƌŝβεδ φορ ΜΤΤ ασσαψσ.  303 
Ρεσυλτσ 304 
ΣιαΠΓ ισ α ηιγηλψ αχτιϖε, βροαδ σπεχιφιχιτψ σιαλιδασε, ανδ δεσιαλψλατεσ ηοστ γλψχανσ. Τηε χοδινγ 305 
σεθυενχε οφ ΣιαΠΓ ωιτηουτ σεχρετιον σιγναλ σεθυενχε ωασ σψντηεσιζεδ ασ α χοδον οπτιmισεδ 306 
φραγmεντ ανδ χλονεδ ιντο α πΕΤ21α πλασmιδ.  Εξπρεσσιον ωασ περφορmεδ ιν Ε. χολι ΒΛ21 (οριγαmι Β), 307 
ανδ πυριφιεδ ϖια Νιχκελ αφφινιτψ χηροmατογραπηψ το ηιγη ηοmογενειτψ (συππλεmενταλ φιγυρε Σ1). Τηε 308 
χοmmονλψ υσεδ φλυορογενιχ 4−mετηψλυmβελιφερψλ−Ν−αχετψλ νευραmινιχ αχιδ (ΜΥΝΑΝΑ) συβστρατε ωασ 309 
υσεδ το ασσεσσ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ωιτη λιβερατεδ 4−mετηψλυmβελλιφερονε (4−ΜΥ) mεασυρεδ ωιτη 310 
φλυορεσχενχε χηανγε περ mινυτε υσεδ το θυαντιφψ σιαλιδασε αχτιϖιτψ (Φιγυρε 1 Α). Wε οβσερϖεδ τηατ 311 
ΣιαΠΓ ηασ οπτιmαλ αχτιϖιτψ υνδερ αχιδιχ χονδιτιονσ, ωιτη ηιγηεστ αχτιϖιτψ οβσερϖεδ ατ α πΗ οφ 5.2−5.6.  312 
Ηοωεϖερ, ιτ ρεταινεδ 40−50 % αχτιϖιτψ βετωεεν πΗ 4.4 ανδ 7.2, ανδ ∼20−30 % ρεταινεδ εϖεν ατ πΗ 4 313 
ανδ 8. Wηολε βαχτεριαλ σιαλιδασε αχτιϖιτψ οφ Π. γινγιϖαλισ ωασ αλσο ασσεσσεδ, ĨŝŶĚŝŶŐƚŚĂƚA? ? ? ?A?314 
mαξιmαλ αχτιϖιτψ ωασ ρεταινεδ ιν τηε πΗ ρανγε 4.8−8.0, ωιτη τηε ηιγηεστ αχτιϖιτψ οβσερϖεδ ατ πΗ 6.8, 315 
(Φιγυρε 1 Β). Τηε στρονγερ αχτιϖιτψ οφ ωηολε Π. γινγιϖαλισ σιαλιδασε ιν α ωιδερ πΗ ρανγε χοmπαρεδ το 316 
τηε σιαλιδασε προτειν mαψ βε δυε το α βυφφερινγ ορ σταβιλισινγ εφφεχτ οφ χελλ mεmβρανεσ ορ οτηερ 317 
χοmπονεντσ ανδ ισ ρελεϖαντ γιϖεν τηατ συβγινγιϖαλ ΓΧΦ πΗ ισ ιν τηε νευτραλ ρανγε.  318 
 Wε αλσο περφορmεδ κινετιχσ εξπεριmεντσ το εναβλε χοmπαρισον οφ ΣιαΠΓ το οτηερ σιαλιδασεσ. 319 
'ŝǀĞŶƚŚĞƉ,ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐŝŶƚŚĞƉĂƚŚŽŐĞŶƐ ?ĞĐŽůŽŐŝĐĂůŶŝĐŚĞ ?ŝ ?ε. τηε χονδιτιονσ τηε σιαλιδασεσ ωουλδ 320 
ενχουντερ ιν τηε ηοστ, ωε εϖαλυατεδ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ατ ΣιαΠΓ−οπτιmυm (πΗ 5.6) ασ ωελλ ασ 321 
πηψσιολογιχαλ πΗ (7.4) τηατ ωουλδ βε πρεσεντ ιν τηε mουτη, ανδ ιν τηε πρεσενχε ανδ αβσενχε οφ 322 
αδδιτιοναλ σαλτ (φιγυρε 2). ΣιαΠΓ ηαδ τηε γρεατεστ χαταλψτιχ εφφιχιενχψ (κχατ/ΚΜ) ατ πΗ 5.6 ιν τηε 323 
πρεσενχε οφ σαλτ (161.0 ∝Μ mιν−1 ωιτη 200 mΜ ΝαΧλ, 124.7 ∝Μ mιν−ωιτηουτ ΝαΧλ). Ατ πΗ 7.4, σαλτ ηαδ 324 
α σιmιλαρ ιmπαχτ ον χαταλψτιχ εφφιχιενχψ οφ ΣιαΠΓ (49.9 ∝Μ mιν−ωιτη ΝαΧλ, 36.4 ∝Μ mιν−ωιτηουτ ΝαΧλ). 325 
Τηεσε ϖαλυεσ αρε βροαδλψ ιν λινε ωιτη τηοσε πρεϖιουσλψ ρεπορτεδ φορ τηε ΝανΗ σιαλιδασε οφ Τ. φορσψτηια 326 
[24], τηουγη σαλτ ηαδ τηε οπποσιτε εφφεχτ ον ΝανΗ χαταλψτιχ εφφιχιενχψ. 327 
 Ιν αδδιτιον το ΜΥΝΑΝΑ, ωε ασσεσσεδ τηε αβιλιτψ οφ ΣιαΠΓ το χλεαϖε 2− ? ?ĂŶĚ ?−  ?ůŝŶŬĞĚƐŝĂůŝĐ328 
αχιδ, ινιτιαλλψ ωιτη τηε τρισαχχηαριδε συβστρατε σιαλψλλαχτοσε (3− ανδ 6− σιαλψλλαχτοσε), υσινγ α ΤΒΑ ασσαψ 329 
ασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ φορ ΝανΗ. ΣιαΠΓ ωασ χαπαβλε οφ χλεαϖινγ βοτη λινκαγε τψπεσ (Φιγυρε 3), ανδ 330 
αλτηουγη ιτ ηαδ α mυχη ηιγηερ αφφινιτψ (λοωερ ΚΜ)  φορ τηε 2,6 λινκαγε τηαν 2,3, ιτσ ρεαχτιον ϖελοχιτψ 331 
ωιτη τηε 2,3 ϖερσιον mεανσ τηατ ιτ ηασ α ∼50 % ηιγηερ χαταλψτιχ εφφιχιενχιεσ (Κχατ/ΚΜ) φορ τηε 3−332 
σιαλψλλαχτοσε λινκεδ συγαρσ. 333 
 Dεσιαλψλατιον οφ mορε χοmπλεξ ανδ πηψσιολογιχαλλψ ρελεϖαντ γλψχανσ βψ ΣιαΠΓ ωασ αλσο 334 
ĂƐƐĞƐƐĞĚƵƐŝŶŐ,W>ĂŶĚŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ ?^>ĞyŝƐĂŶŽůŝŐŽƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐɲ ?−3 λινκεδ σιαλιχ 335 
αχιδ, ανδ ισ πρεσεντ ιν νυmερουσ ηοστ νιχηεσ−ον τηε πλασmα mεmβρανε οφ ϖαριουσ χελλ τψπεσ ανδ ατ 336 
τηε τερmινι οφ σεχρετεδ γλψχανσ. ΣΛεΞ mαψ αλσο πλαψ α ρολε ιν Π. γινγιϖαλισ πατηογενεσισ [28]. Wε 337 
εξποσεδ σολυβλε ΣΛεΞ το ΣιαΠΓ, συβϕεχτεδ τηε ρεαχτιον το ΗΠΛΧ, ανδ φουνδ τηατ ΣΛεΞ ωασ εφφιχιεντλψ 338 
δεσιαλψλατεδ ďǇ^ŝĂW' ?&ŝŐƵƌĞ ? ? ?ůĞĂǀĂŐĞŽĨɲ ?−6 λινκεδ σιαλιχ αχιδ βψ ΣιαΠΓ ωασ τεστεδ υσινγ τηε 339 
ηοστ−ρελεϖαντ ΦΑ2Γ2Σ2 (αλσο κνοων ασ Α2Φ) γλψχαν, α τωο−βρανχηεδ πολψσαχχηαριδε χηαιν ωηερε βοτη 340 
βρανχηεσ τερmινατε ωιτη α σιαλιχ αχιδ, ωηιχη ισ πρεσεντ ον α νυmβερ οφ σεχρετεδ γλψχοπροτεινσ 341 
ινχλυδινγ ΙγΓ. ΣιαΠΓ ωασ αγαιν χαπαβλε οφ δεσιαλψλατινγ ΦΑ2Γ2Σ2 (Φιγυρε 4Β). Νοταβλψ, οτηερ πεακσ 342 
ωερε οβσερϖεδ ιν τηε χηροmατογραm φορ ΦΑ2Γ2Σ2, ωηιχη αρε λικελψ το χορρεσπονδ το διφφερεντλψ 343 
σιαλψλατεδ ϖερσιονσ οφ τηε ΦΑ2Γ2Σ2 γλψχαν, ανδ τηεσε αλσο αππεαρεδ το βε δεσιαλψλατεδ − νοταβλψ τηε 344 
mαmmαλιαν ΝευΓχ ϖερσιονσ. Ιτ ωουλδ βε ιντερεστινγ το τεστ τηε αχτιϖιτψ οφ ΣιαΠΓ αγαινστ συχη ΝευΓχ 345 
λινκεδ γλψχοχονϕυγατεσ, ωηιχη τηε ηυmαν ηοστ δοεσ νοτ σψντηεσιζε βυτ οβταινσ φροm διεταρψ σουρχεσ. 346 
 Φιναλλψ, ωε ωαντεδ το τεστ δεσιαλψλατιον οφ γλψχανσ δεριϖεδ φροm α χοmπλεξ σιαλογλψχοπροτειν 347 
βψ ΣιαΠΓ. Το τηισ ενδ, ωε χηοσε τηε ηοστ γλψχοπροτειν ερψτηροποιετιν (ΕΠΟ) δυε το ιτσ ποσσεσσιον οφ 348 
mυλτιπλε βι−, τρι− ανδ τετρα− βρανχηεδ γλψχανσ, τηε πρεσενχĞŽĨɲ ?− ?ĂŶĚɲ ?−6 σιαλιχ αχιδ λινκαγεσ, ανδ 349 
βεχαυσε σοmε οφ ιτσ ΝευΑχ ισ mονο ορ δι−Ο−αχετψλατεδ (Νευ5,9Αχ, ανδ περηαπσ τρι−αχετψλατεδ 350 
Νευ5,8,9Αχ). ΕΠΟ ωασ διγεστεδ ωιτη ΣιαΠΓ, Ν−γλψχανσ ωερε προχαιναmιδε λαβελλεδ, ανδ τηεσε 351 
υνδερωεντ ΥΗΠΛΧ−ΜΣ/ΜΣ (Φιγυρε 5). Ασ εξπεχτεδ, τηε ΥΗΠΛΧ χηροmατογραm οφ υνδιγεστεδ ΕΠΟ 352 
σηοωεδ τηε πρεσενχε οφ mυλτιπλε πεακσ χορρεσπονδινγ το ϖαριουσ ΕΠΟ γλψχανσ, φυρτηερ δεταιλσ ανδ 353 
στρυχτυρεσ οφ τηεσε αρε σηοων ιν συππλεmενταλ ταβλε 1. Φολλοωινγ διγεστιον ωιτη ΣιαΠΓ, ωε οβσερϖεδ 354 
α mαρκεδ χηανγε ιν τηε χηροmατογραm. Τηε ρεmαινινγ πεακσ ωερε ινϖεστιγατεδ βψ ΜΣ/ΜΣ, προϖιδινγ 355 
εϖιδενχε τηατ ΣιαΠΓ ωασ αβλε το χλεαϖε τηε σιαλιχ αχιδ φροm α ωιδε−ρανγε οφ γλψχαν στρυχτυρεσ.  356 
Ηοωεϖερ, τηισ αναλψσισ αλσο ρεϖεαλεδ τηε ιναβιλιτψ οφ ΣιαΠΓ το χλεαϖε διαχετψλατεδ (ορ τριαχετψλατεδ) 357 
σιαλιχ αχιδσ (Φιγυρε 5, λοωερ 2 πανελσ). Τηεσε αναλψσεσ σηοωεδ τηατ εξτραχτεδ ιον χηροmατογραm (ΕΙΧ) 358 
χορρεσπονδινγ το τηε ΜΣ2 ιον φορ Νευ5Αχ τρισαχχηαριδε (ΓλχΝΑχ−Γαλ−Νευ5Αχ, m/ζ = ∼657.25) ωασ νοτ 359 
δετεχτεδ αβοϖε βαχκγρουνδ λεϖελσ, ωηιλε ΕΙΧ χορρεσπονδινγ το δι− ανδ τρι− αχετψλατεδ σιαλιχ αχιδ 360 
τρισαχχηαριδεσ (ΓλχΝΑχ−Γαλ−Νευ5,9Αχ ανδ ΓλχΝΑχ−Γαλ−Νευ5,8,9Αχ, m/ζ = ∼699.25 ανδ ∼741.26) ωερε 361 
δετεχτεδ ιν ηιγη αβυνδανχε (ηιγη πεακ ιντενσιτψ)− ι.ε. ηαδ βεεν λεφτ υνχλεαϖεδ βψ ΣιαΠΓ; α ρεσυλτ 362 
εξπεχτεδ γιϖεν ουρ πρεϖιουσ στυδιεσ ον ΝανΗ [23]. 363 
ΣιαΠΓ ρελεασεσ Νευ5Αχ φροm mυχινσ, αν αχτιϖιτψ ενηανχεδ βψ τηε σιαλατε−Ο−αχετψλεστερασε ΝανΣ 364 
φροm Τ. φορσψτηια.  Το εξπλορε αχτιϖιτψ οφ ΣιαΠΓ φυρτηερ ωε νεξτ τεστεδ ιτσ αχτιϖιτψ ωιτη α γλψχοπροτειν 365 
συβστρατε ρελεϖαντ ιν τηε οραλ χαϖιτψ− σαλιϖαρψ mυχιν.  Νοταβλψ τηε χοmmονλψ υσεδ Βοϖινε 366 
Συβmαξιλλαρψ mυχιν (ΒΣΜ) υσεδ ιν τηεσε εξπεριmεντσ χονταινσ mανψ τερmιναλ σιαλιχ αχιδσ τηατ ηαϖε 367 
τηε σεχονδ Ο−αχετψλ γρουπ, ι.ε. χονταιν Νευ5,9Αχ [29].  Ουρ πρεϖιουσ δατα ον ΝανΗ [23] ανδ ΣιαΠΓ 368 
(τηισ στυδψ) ινδιχατε τερmιναλ Νευ5,9Αχ ισ ρεσισταντ το χλεαϖαγε βψ περιοδονταλ σιαλιδασεσ.  Το χουντερ 369 
τηισ, σοmε βαχτερια εξπρεσσ σιαλατε−Ο−αχετψλεστερασεσ, συχη ασ ΝανΣ φροm Τ. φορσψτηια, ωηιχη ρεmοϖε 370 
τηε σεχονδ αχετψλατιον (φορmινγ Νευ5Αχ), ανδ ρενδερινγ τηε σιαλιχ αχιδ συσχεπτιβλε το σιαλιδασε 371 
χλεαϖαγε. Ινδεεδ, ωε πρεϖιουσλψ δεmονστρατεδ τηατ Τ. φορσψτηια ΝανΣ ενηανχεσ ΝανΗ σιαλιδασε 372 
αχτιϖιτψ ον Νευ5,9Αχ τερmιναλ συγαρσ ανδ mαψ αχτ το αιδ σιαλιδασεσ φροm οτηερ σπεχιεσ ιν ηαρϖερστινγ 373 
σιαλιχ αχιδ [23].  Το τεστ τηε ηψποτηεσισ τηατ Τ. φορσψτηια mαψ αχτ το ενηανχε ΣιαΠΓ αχτιϖιτψ ωε 374 
περφορmεδ σιαλιχ αχιδ ρελεασε ασσαψσ ον ΒΣΜ. Τηε δατα σηοωεδ τηατ ΝανΣ ενηανχεδ σιαλιχ αχιδ ρελεασε 375 
βψ ΣιαΠΓ φροm ΒΣΜ βψ ∼2.5 −φολδ (φροm 302 το 746 πmολ/mιν) (Φιγυρε. 7). 376 
Ζαναmιϖιρ mορε εφφιχιεντλψ ινηιβιτσ σιαλιδασε αχτιϖιτψ οφ ΣιαΠΓ ανδ ωηολε Π. γινγιϖαλισ τηαν σιαλιδασε 377 
αχτιϖιτψ οφ Τ. φορσψτηια ΝανΗ ανδ ωηολε Τ. φορσψτηια. Ασ ουτλινεδ, ονε αιm οφ τηισ στυδψ ωασ το ασσεσσ 378 
τηε αβιλιτψ οφ α σαφε ανδ ΦDΑ−αππροϖεδ δρυγ ιν ιτσ αβιλιτψ το ποτεντιαλλψ ρεδυχε ϖιρυλενχε οφ τηε 379 
κεψστονε περιοδονταλ πατηογεν, Π. γινγιϖαλισ.  Τηερεφορε ωε ασσεσσεδ τηε ιmπαχτ οφ ζαναmιϖιρ ον τηε 380 
αχτιϖιτψ οφ ωηολε Π. γινγιϖαλισ ανδ ανοτηερ περιοδονταλ πατηογεν, Τ. φορσψτηια, ασ ωελλ ασ τηειρ πυριφιεδ 381 
σιαλιδασεσ υσινγ τηε ΜΥΝΑΝΑ ασσαψ ασ δεσχριβεδ αβοϖε. Βοτη πατηογενσ ανδ πυριφιεδ σιαλιδασεσ 382 
δισπλαψεδ δεχρεασεδ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ασ ζαναmιϖιρ χονχεντρατιον ωασ ινχρεασεδ (Φιγυρε 6 Α). Τηε 383 
δεχρεασε ιν αχτιϖιτψ ωασ φαρ mορε δραστιχ φορ Π. γινγιϖαλισ, ωιτη α δεχρεασε ιν αχτιϖιτψ οφ ∼70 % ιν τηε 384 
πρεσενχε οφ 10 mΜ ζαναmιϖιρ, χοmπαρεδ το Τ. φορσψτηια ωηιχη ονλψ σηοωεδ α δεχρεασε οφ ∼25 % 385 
(Φιγυρε 6 Β). Τηισ αππαρεντ διφφερενχε ιν εφφιχαχψ φορ τηε τωο σιαλιδασεσ ωασ χονφιρmεδ βψ εσταβλισηινγ 386 
τηε ΙΧ50 οφ ζαναmιϖιρ φορ πυριφιεδ ΣιαΠΓ ανδ ΝανΗ (Φιγυρε 6 Β), ωηερε ζαναmιϖιρ δισπλαψεδ α γρεατερ 387 
ινηιβιτορψ εφφεχτ ον ΣιαΠΓ (369 ∝Μ) τηαν ΝανΗ (6130 ∝Μ).  Τηεσε δατα ωερε φυρτηερ ενηανχεδ ωηεν 388 
ωε οβσερϖεδ τηατ ζαναmιϖιρ αλσο ινηιβιτεδ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ιν τηε χοντεξτ οφ ρεmοϖαλ οφ σιαλιχ αχιδ 389 
φροm mυχιν (Φιγυρε 7).  Τηερε ωασ νο εφφεχτ ον ΝανΣ σιαλατε−Ο−αχετψλεστερασε αχτιϖιτψ αλονε (δατα νοτ 390 
σηοων). 391 
Π. γινγιϖαλισ βιοφιλmσ ον ηοστ σιαλογλψχανσ αρε σιαλιδασε−δεπενδεντ ανδ δισρυπτεδ βψ ζαναmιϖιρ. Π. 392 
γινγιϖαλισ ωασ χυλτυρεδ ιν mιχροτιτρε πλατεσ, ωηερε ωελλ συρφαχεσ ωερε χοατεδ ωιτη mυχιν (ΒΣΜ), 393 
σαλιϖα (ποολεδ ηυmαν σαλιϖα), ορ σερυm (ΦΧΣ) ιν τηε πρεσενχε ορ αβσενχε οφ 10 mΜ ζαναmιϖιρ. Τοταλ 394 
γροωτη (Φιγυρε 8 Α) οφ Π. γινγιϖαλισ ιν τηε mυχιν−χοατεδ χονδιτιον ωασ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν τηε 395 
πρεσενχε οφ ζαναmιϖιρ, φροm ΟD600 0.21 το 0.11 (π= <0.001) ι.ε. ζαναmιϖιρ ρεδυχεδ τοταλ γροωτη οφ Π. 396 
γινγιϖαλισ ιν mυχιν−χοατεδ χονδιτιονσ βψ αππροξιmατελψ ηαλφ.  Ιν τηε πρεσενχε οφ τηε οτηερ 397 
γλψχοπροτειν−χοατεδ χονδιτιονσ (σαλιϖα ανδ σερυm) τηερε ωασ α τρενδ τοωαρδσ σmαλλ ρεδυχτιονσ ιν 398 
τοταλ γροωτη ιν τηε πρεσενχε οφ ζαναmιϖιρ βυτ τηεσε διδ νοτ ρεαχη στατιστιχαλ σιγνιφιχανχε. Βιοφιλm 399 
φορmατιον (νορmαλισεδ το τοταλ γροωτη−οπτιχαλ δενσιτψ) οφ Π. γινγιϖαλισ (Φιγυρε 8 Β) ωασ αλσο ρεδυχεδ 400 
ωηεν γροων ον mυχιν χοατεδ συρφαχεσ (30−40 % ρεδυχτιον, π= <0.01), ινδιχατινγ τηατ βιοφιλm 401 
φορmατιον ον τηεσε συρφαχεσ ωασ ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ. Νοταβλψ ωε αλσο σαω α χονσιστεντ σmαλλ 402 
ρεδυχτιον ον σερυm, βυτ τοταλ γροωτη (ΟD600) στανδαρδισεδ το βιοφιλm φορmατιον (βαχτερια mλ−1) οφ 403 
χυλτυρεσ γροων ον ηυmαν σαλιϖα−χοατεδ συρφαχεσ ωασ τοο ϖαριαβλε το mακε χονχλυσιονσ. 404 
Ιν συππορτ οφ ουρ εϖιδενχε τηατ σιαλιδασε ισ ιmπορταντ ωηεν Π. γινγιϖαλισ γροωσ ον mυχιν χοατεδ 405 
συρφαχεσ (ασ ωουλδ οφτεν βε τηε χασε ιν ϖιϖο), ωε αλσο τεστεδ τηε εφφεχτ οφ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ιν τηισ 406 
ρεγαρδ ιν α ρελατεδ Π. γινγιϖαλισ στραιν  W 381 (Πγ381).  Φορ τηισ πυρποσε, α σιαΠΓ δελετιον mυταντ οφ Π. 407 
γινγιϖαλισ 381 ανδ ιτσ χοŵƉůĞŵĞŵƚĞĚƐƚƌĂŝŶǁĞƌĞĐŽŶƐƚƌƵĐƚĞĚ ?WŐ ? ? ?ȴƐŝĂW'ĂŶĚȴƐŝĂW'A? ? ?408 
WŐ ? ? ?ȴƐŝĂW'ƐŚŽǁĞĚŶŽƐŝĂůŝĚĂƐĞĂĐƚŝǀŝƚǇĂƐũƵĚŐĞĚĨƌŽŵůĂĐŬŽĨĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞŽŶŝŶĐƵďĂƚŝŽŶǁŝƚŚ409 
DhEE ?ǁŚŝůĞƚŚĞƐŝůĂŝĚĂƐĞĂĐƚŝǀŝƚǇǁĂƐƌĞƐƚŽƌĞĚŝŶƚŚĞĐŽŵůĞŵĞŶƚĞĚƐƚƌĂŝŶȴƐŝĂW'+ (συππλεmενταλ 410 
φιγυρε Σ2).  Ιν βιοφιλm ασσαψσ, ωε οβσερϖεδ α 2−ĨŽůĚƌĞĚƵĐƚŝŽŶŝŶďŝŽĨŝůŵŐƌŽǁƚŚŝŶWŐ ? ? ?ȴƐŝĂW'411 
(ρελατιϖε το τηε WΤ) ον mυχιν χοατεδ συρφαχεσ, ωιτη τηισ πηενοτψπε χοmπλεmεντεδ βψ προϖισιον οφ 412 
ƚŚĞ^ŝĂW'ŐĞŶĞŝŶƚŚĞŵƵƚĂŶƚ ?ȴƐŝĂW'A? ?ĨŝŐƵƌĞ ? ? ? ?dŚĞƐĞĚĂƚĂĞǆπανδ ουρ ϖιεω οφ τηε ρολε οφ σιαλιδασε 413 
το α ρανγε οφ Π. γινγιϖαλισ στραινσ ανδ συγγεστ ιτ mαψ βε τρυε αχροσσ τηισ σπεχιεσ. 414 
ΣιαΠΓ ρελεασεσ 3− ανδ 6− λινκεδ σιαλιχ αχιδ φροm οραλ επιτηελιαλ χελλσ ανδ ισ ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ. 415 
Στυδιεσ οφ mυταντ στραινσ ανδ πυριφιεδ ενζψmεσ ηαϖε σηοων τηατ τηε ωελλ−στυδιεδ Τ. φορσψτηια ΝανΗ 416 
χαν δεσιαλατε οραλ επιτηελιαλ χελλσ [22, 24], ωηιλε ΣιαΠΓ mυταντ στραινσ ηαϖε βεεν υσεδ το ηιγηλιγητ Π. 417 
γινγιϖαλισ σιαλιδασε−mεδιατεδ ρελεασε οφ σιαλιχ αχιδ φροm ερψτηροχψτεσ [18].   Ιν ορδερ το τεστ τηε εφφεχτ 418 
οφ ΣιαΠΓ ον πηψσιολογιχαλλψ ρελεϖαντ οραλ επιτηελιαλ χελλσ, ωε σταινεδ τηε ΟΣΧΧ λινε Η357 ωιτη τηε 419 
ůĞĐƚŝŶƐ^EĂŶĚDĞŶĂďůŝŶŐĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚŝŵĂŐŝŶŐŽĨĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞɲ ?− ?ĂŶĚɲ ?−6− λινκεδ σιαλιχ αχιδ. 420 
Εξποσυρε οφ επιτηελιαλ χελλσ το ΣιαΠΓ (ανδ Τ. φορσψτηια ΝανΗ) ωασ συχχεσσφυλ ιν δεσιαλψλατινγ χελλ 421 
συρφαχεσ (τηισ ηαδ βεεν σηοων πρεϖιουσλψ φορ ΝανΗ [22]), ωηιλε 10 mΜ ζαναmιϖιρ ινηιβιτεδ 422 
δεσιαλψλατιον ιν τηε χασε οφ ΣιαΠΓ, βυτ νοτ ΝανΗ (φιγυρε 10, συππλεmενταλ φιγυρε Σ3). 423 
Ζαναmιϖιρ ινηιβιτσ περιοδονταλ πατηογεν−ηοστ χελλ ασσοχιατιον δυρινγ mονοσπεχιεσ ινφεχτιον. Ονε 424 
εσταβλισηεδ ασπεχτ οφ Π. γινγιϖαλισ ϖιρυλενχε ισ ιτσ αβιλιτψ το ινϖαδε ανδ ρεσιδε ωιτηιν οραλ επιτηελιαλ 425 
χελλσ. Το τηισ ενδ ωε περφορmεδ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ το εσταβλιση ωηετηερ ζαναmιϖιρ ηαδ ανψ 426 
ποτεντιαλ εφφεχτ ον ηοστ χελλ ιντεραχτιον ανδ ινϖασιον.  Ηοωεϖερ, τηε εφφεχτσ οφ ζαναmιϖιρ ον βαχτεριαλ 427 
ανδ ηυmαν χελλ ϖιαβιλιτψ ηαδ το βε εσταβλισηεδ. Το τηισ ενδ, οραλ επιτηελιαλ χελλσ ωερε συβϕεχτεδ το 10 428 
mΜ ζαναmιϖιρ υνδερ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψ χονδιτιονσ, ιλλυστρατινγ νο εφφεχτ οφ ζαναmιϖιρ ον 429 
ειτηερ mεmβρανε ιντεγριτψ (ασσαψεδ βψ ΛDΗ) ορ χελλυλαρ αχτιϖιτψ/ ϖιαβιλιτψ (ϖια ΜΤΤ ασσαψ) 430 
(συππλεmενταλ φιγυρε Σ4). Σιmιλαρλψ, ωε ινχυβατεδ Π. γινγιϖαλισ, Τ. φορσψτηια ανδ Φ. νυχλεατυm ωιτη 431 
ζαναmιϖιρ υνδερ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψ χονδιτιονσ (2.5 ηουρσ ιν τισσυε χυλτυρε mεδιυm), βεφορε 432 
οβταινινγ χφυ χουντσ, ανδ ρεϖεαλεδ νο δετριmενταλ εφφεχτ οφ ζαναmιϖιρ ον ϖιαβιλιτψ οφ ανψ οφ τηεσε 433 
σπεχιεσ (συππλεmενταλ φιγυρε Σ5). 434 
Νεξτ ωε περφορmεδ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ον τωο οραλ επιτηελιαλ χελλ λινεσ, ναmελψ τηε ΟΣΧΧ χελλ 435 
λινε Η357− α φρεθυεντλψ υσεδ mοδελ φορ οραλ επιτηελιυm−βαχτερια ιντεραχτιονσ ιν ουρ λαβορατορψ [30, 436 
31] ανδ νορmαλ ιmmορταλισεδ οραλ επιτηελιαλ χελλ λινε ΟΚΦ6 [32, 33].  Ιν αδδιτιον το Π. γινγιϖαλισ ωε 437 
αλσο τεστεδ τηε εφφεχτ οφ ζαναmιϖιρ ον τωο οτηερ κεψ περιοδονταλ πατηογενσ− ναmελψ Τ. φορσψτηια ανδ 438 
Φ. νυχλεατυm συβσπ. νυχλεατυm.  Φορ αλλ τηρεε πατηογενσ, ιν βοτη χελλ λινεσ, ζαναmιϖιρ σιγνιφιχαντλψ 439 
ρεδυχεδ ονε ορ mορε ασπεχτσ οφ ηοστ−βαχτερια ασσοχιατιον ιν βοτη χελλ λινεσ (φιγυρε 11). Φορ Τ. 440 
φορσψτηια, ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ ασσοχιατιον (τηε συm οφ ατταχηεδ ανδ ινϖαδεδ βαχτερια) 441 
ωερε αλλ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν βοτη χελλ λινεσ; φροm 3.2 το 1.0 %, 2.5 το 0.3 %, ανδ 5.8 το 1.4 % ιν 442 
ΟΚΦ6 χελλσ, ανδ 4.6 το 1.2 %, 3.4 το 1.6 %, ανδ 8.0 το 2.8 % ιν Η357 χελλσ (φιγυρε 11 Α). Φορ Π. 443 
γινγιϖαλισ, ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ ασσοχιατιον ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν ΟΚΦ6 χελλσ; φροm 444 
0.9 το 0.1 %, 0.7 το 0.1 %, ανδ 1.7 το 0.2 %, ηοωεϖερ ιν τηε Η357 χελλ λινε, ονλψ ινϖασιον ωασ 445 
σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ, φροm 4.5 το 1.8 % (φιγυρε 11 Β). Φιναλλψ, φορ Φ. νυχλεατυm, ινϖασιον ανδ τοταλ 446 
ασσοχιατιον ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν ΟΚΦ6 χελλσ; φροm 4.6 % το 1.3 %, ανδ 5.6 το 2.6 %. Φορ Η357 447 
χελλσ ατταχηmεντ ανδ τοταλ ασσοχιατιον ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ 21.8 % το 7.2 %, ανδ 36.6 % το 18.2 448 
% (φιγυρε 11 Χ). 449 
Το συππορτ τηε νοτιον τηατ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ισ ιmπορταντ φορ βαχτερια−ηοστ χελλ ασσοχιατιον, ρατηερ 450 
τηαν δισρυπτιον οφ οτηερ προχεσσεσ βψ τηε πρεσενχε οφ ζαναmιϖιρ, τηε ηυmαν γινγιϖαλ χελλ λινε ΟΒΑ−9 451 
ωασ εξποσεδ το Π. γινγιϖαλισ 381 (Πγ381) ανδ α σιαΠΓ ĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵƵƚĂŶƚ ?WŐ ? ? ?ȴσιαΠΓ). Εξποσυρε το 452 
ƚŚĞůĂƚƚĞƌƐƚƌĂŝŶǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚǁŝƚŚŽƵƚŽƌǁŝƚŚĞǆŽŐĞŶŽƵƐ^ŝĂW' ?WŐ ? ? ?ȴσιαΠΓ δισπλαψεδ 453 
σιγνιφιχαντλψ δεχρεασεδ ασσοχιατιον ωιτη ηοστ χελλσ ρελατιϖε το τηε παρεντ Πγ381, ωηιχη ωασ ρεστορεδ 454 
βψ τηε πρεσενχε οφ εξογενουσ ΣιαΠΓ ιν α χονχεντρατιον δεπενδεντ mαννερ (συππλεmενταλ φιγυρε Σ6): 455 
Wηιλε 100 ∝γ mλ−1 εξογενουσ ρεχοmβιναντ ΣιαΠΓ ρεσυλτεδ ιν παρτιαλ ρεστορατιον οφ ηοστ−βαχτερια 456 
ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶŽĨWŐ ? ? ?ȴσιαΠΓ  ?td ? ? ? ? ?A? ?WŐ ? ? ?ȴσιαΠΓ  ? ? ? ? ?A? ?WŐ ? ? ?ȴσιαΠΓ+100 ∝γ ΣιαΠΓ ; 0.26), 457 
200 ∝γ/mλ ΣιαΠΓ ρεσυλτεδ ιν χοmπλετε ρεστορατιον οφ ηοστ−βαχτεριαλ ασσοχιατιον Πγ381 (0.58 %).  458 
Ζαναmιϖιρ ινηιβιτσ ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ οραλ επιτηελιαλ χελλσ δυρινγ ινφεχτιον ωιτη mυλτιπλε 459 
περιοδονταλ πατηογενσ. Το ατ λεαστ παρτιαλλψ mιmιχ τηε ιν ϖιϖο σιτυατιον, ωηερε νονε οφ τηεσε σπεχιεσ 460 
εξιστ ιν ισολατιον, ωε περφορmεδ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ωηερε mυλτιπλε περιοδονταλ πατηογενσ 461 
ωερε υσεδ το ινφεχτ χελλσ. Τηισ ισ παρτιχυλαρλψ ρελεϖαντ δυρινγ ηοστ χελλ ασσοχιατιον, σινχε περιοδονταλ 462 
πατηογενσ ηαϖε βεεν σηοων το αχτ ιν σψνεργψ δυρινγ ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον [34 W36]. ΜΟΙ ωασ 463 
mαινταινεδ ατ 1:100 ηοστ χελλσ: βαχτερια, σο φορ ινφεχτιονσ υσινγ τωο σπεχιεσ, τηε ρατιο ωασ 1:50:50 464 
(ηοστ χελλσ: σπεχιεσ 1: σπεχιεσ 2), ανδ φορ ινφεχτιονσ ωιτη αλλ τηρεε σπεχιεσ, τηε ρατιο ωασ 1:33:33:33 465 
(ηοστ χελλσ: σπεχιεσ 1: σπεχιεσ 2: σπεχιεσ 3). Τ. φορσψτηια, Π. γινγιϖαλισ, ανδ Φ. νυχλεατυm ωερε υσεδ ιν α 466 
ϖαριετψ οφ χοmβινατιονσ το ινφεχτ επιτηελιαλ χελλσ. Ιν αδδιτιον το θυαντιφψινγ τηε νυmβερσ οφ αλλ 467 
βαχτερια−νοτ διστινγυισηινγ βετωεεν σπεχιεσ δυρινγ αν ασσαψ−τηε λεϖελσ οφ εαχη ινδιϖιδυαλ σπεχιεσ ιν α 468 
γιϖεν ασσαψ χουλδ βε ενυmερατεδ βψ χολονψ χουντινγ ον αγαρ πλατεσ, σινχε τηε χολονψ mορπηολογιεσ 469 
οφ Τ. φορσψτηια, Φ. νυχλεατυm, ανδ Π. γινγιϖαλισ αρε διστινχτ φροm εαχη οτηερ (συππλεmενταλ φιγυρε Σ7). 470 
Αλλ ποσσιβλε χοmβινατιονσ ωερε τεστεδ ιν τηισ ωαψ. Φορ εασε οφ δισχυσσιον, ονλψ τηε τοταλ νυmβερ οφ 471 
βαχτερια ιν εαχη χοmβινατιον αρε δεσχριβεδ ηερε, ωιτη χοmπλετε ρεσυλτσ φορ εαχη ινδιϖιδυαλ σπεχιεσ 472 
προϖιδεδ ιν συππλεmενταλ φιγυρεσ Σ8−Σ11. Φορ Τ. φορσψτηια ανδ Φ. νυχλεατυm χο−ινφεχτιον, ζαναmιϖιρ 473 
σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ βοτη ινϖασιον ανδ τοταλ ασσοχιατιον οφ βαχτερια ωιτη ηοστ χελλσ, φροm 7.4 το 1.8 474 
%, ανδ 19.6 το 7.6 % (π<0.01 ανδ π<0.05), ρεσπεχτιϖελψ (Φιγυρε 12 Α). Φορ Τ. φορσψτηια ανδ Π. γινγιϖαλισ 475 
χο−ινφεχτιον, τηε ϖαριατιον βετωεεν εξπεριmεντσ mεαντ τηατ νονε οφ τηε ρεδυχτιονσ ωερε στατιστιχαλλψ 476 
σιγνιφιχαντ (ωηερε π <0.05, Φιγυρε 12 Β), ι.ε. ατταχηmεντ ωασ ρεδυχεδ φροm 12.1 το 0.8 % (π=0.076), 477 
ινϖασιον φροm 2.8 το 1.4 % (π=0.25), ανδ τοταλ ασσοχιατιον φροm 14.4 το 2.5 % (π=0.062). Φορ Φ. 478 
νυχλεατυm ανδ Π. γινγιϖαλισ, ζαναmιϖιρ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ 479 
ασσοχιατιον οφ βαχτερια ωιτη ηοστ χελλσ, φροm 1.9 το 0.8 % (π=<0.05), 4.0 το 1.56 % (π=<0.05), ανδ 5.9 480 
το 2.4 % (π=<0.01), ρεσπεχτιϖελψ (φιγυρε 12 Χ). Φιναλλψ, αλλ τηρεε σπεχιεσ (ι.ε. Τ. φορσψτηια, Φ. νυχλεατυm 481 
ανδ Π. γινγιϖαλισ) ωερε ινφεχτεδ ιντο τηε χελλσ ασ α τηρεε−σπεχιεσ χοmmυνιτψ.  Ηερε, στρικινγλψ,  482 
ζαναmιϖιρ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ ασσοχιατιον οφ βαχτερια ωιτη ηοστ 483 
χελλσ, φροm 17.7 το 7.7 % (π = <0.001), 9.6 το 7.15 % (, π = <0.05), ανδ 26.14 το 14.6 % (π = <0.001), 484 
ρεσπεχτιϖελψ (φιγυρε 12 D); ινδιχατινγ τηισ αππροαχη mιγητ ηαϖε ιmπαχτ ον χελλυλαρ ιντεραχτιον ιν ϖιϖο. 485 
Dισχυσσιον 486 
Ιν τηισ στυδψ ωε χηαραχτερισεδ τηε αχτιϖιτψ οφ τηε σιαλιδασε (ΣιαΠΓ) φροm Π. γινγιϖαλισ ον α νυmβερ οφ 487 
γλψχαν ανδ προτειναχεουσ συβστρατεσ, ινχλυδινγ ρελεϖαντ ηοστ σιαλογλψχανσ ΣλεΞ, ΦΑ2Γ2Σ2 ανδ ΕΠΟ, 488 
ανδ εσταβλισηινγ αχτιϖιτψ αχροσσ α ρανγε οφ πΗ ϖαλυεσ. Dυρινγ τηεσε στυδιεσ, ιτ βεχαmε αππαρεντ τηατ 489 
^ŝĂW'ĐŽƵůĚĐůĞĂǀĞďŽƚŚɲ ?− ?ĂŶĚɲ ?−6 λινκεδ Νευ5Αχ, βυτ νοτ διαχετψλατεδ Νευ5,9Αχ. Τηεσε δατα 490 
αλσο αγρεεδ ωιτη λοω σιαλιχ αχιδ ρελεασε φροm τηε ηεαϖιλψ διαχετψλατεδ ΒΣΜ προτειν, ανδ τηισ αχτιϖιτψ 491 
βεινγ ενηανχεδ βψ χοινχυβατιον ωιτη αν ενζψmε χαπαβλε οφ ρεmοϖινγ Ο−αχετψλ γρουπσ ον σιαλιχ αχιδ 492 
ρεσιδυεσ − ναmελψ τηε ΝανΣ σιαλατε−Ο−αχετψλεστερασε φροm τηε φελλοω οραλ βαχτεριυm Τ. φορσψτηια [23].  493 
Wε ηψποτηεσισε τηατ ιν ϖιϖο ΝανΣ ενηανχεσ τηε αβιλιτψ οφ Π. γινγιϖαλισ το χλεαϖε σιαλιχ αχιδ φροm 494 
γλψχοπροτεινσ − αλτηουγη γιϖεν τηε φαχτ τηατ Π. γινγιϖαλισ δοεσ νοτ προδυχε ιτσ οων εστερασε ορ υτιλισε 495 
σιαλιχ αχιδ φορ νυτριτιον ωε χαν ονλψ ποστυλατε τηατ σοmεηοω ρεmοϖαλ οφ σιαλιχ αχιδ οπενσ υπ σιτεσ φορ 496 
αδηεσιον το οραλ συρφαχεσ, ορ mιγητ mοδυλατε ιmmυνε ρεσπονσεσ mεδιατεδ βψ Σιγλεχσ (σιαλιχ αχιδ−497 
βινδινγ ιmmυνογλοβυλιν−λικε λεχτινσ) ορ αλλοω Π. γινγιϖαλισ το αχχεσσ υνδερλψινγ συγαρσ ορ τηε προτειν 498 
χοmπονεντ οφ τηε γλψχοπροτεινσ τηεmσελϖεσ, ανδ mαψ εξπλαιν σψνεργιεσ βετωεεν τηεσε οργανισmσ 499 
οβσερϖεδ βψ οτηερσ [37 W39]. 500 
Wε τεστεδ τηε αβιλιτψ οφ ζαναmιϖιρ το ινηιβιτ ΣιαΠΓ ανδ τηε πρεϖιουσλψ χηαραχτερισεδ ΝανΗ σιαλιδασε 501 
φροm ανοτηερ ρεδ χοmπλεξ πατηογεν, Τ. φορσψτηια. Wηιλε τηε ινηιβιτιον (ΙΧ50) οφ ΣιαΠΓ αχτιϖιτψ ον 502 
ΜΥΝΑΝΑ ωασ δετερmινεδ το βε ωιτηιν τηε mιχροmολαρ ρανγε (∼350 ∝Μ), τηισ ωασ νοτ τηε χασε φορ Τ. 503 
φορσψτηια, ωηιχη ρεθυιρεδ >6 mΜ ζαναmιϖιρ το ρεδυχε ιτσ αχτιϖιτψ βψ ηαλφ. Α σιmιλαρ τρενδ ωασ αλσο 504 
σεεν φορ ωηολε βαχτερια. Τηε ρελατιϖελψ λοω εφφιχαχψ οφ ζαναmιϖιρ φορ σοmε βαχτεριαλ σιαλιδασεσ ισ 505 
οβσερϖεδ ιν οτηερ στυδιεσ ωηερε σιαλιδασεσ φροm τηε πατηογενσ Σ. πνευmονιαε ανδ Γαρδνερελλα 506 
ϖαγιναλισ αρε αππαρεντλψ ονλψ ινηιβιτεδ το λιmιτεδ εξτεντσ [40, 41]. Νεϖερτηελεσσ, ηερε ωε σηοωεδ 507 
τηατ Π. γινγιϖαλισ σιαλιδασε ωασ εφφεχτιϖελψ ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ.  Ατ πρεσεντ ωε ηαϖε νο mεχηανιστιχ 508 
εξπλανατιον φορ τηε ϖαριατιον βετωεεν τηε τωο σιαλιδασεσ, βυτ ποστυλατε ιτ mαψ ρεσυλτ φροm στρυχτυραλ 509 
διφφερενχεσ, δεσπιτε βοτη ποσσεσσινγ τψπιχαλ χαταλψτιχ ΓΗ33 δοmαινσ ωιτη πρεδιχτεδ 6−βλαδε προπελλερ 510 
στρυχτυρεσ τηε σιαλιδασεσ ονλψ σηαρε 23 % αmινο αχιδ σεθυενχε ιδεντιτψ. 511 
Γιϖεν τηισ, ανδ τηε αβιλιτψ οφ ΣιαΠΓ το χλεαϖε σιαλιχ αχιδ φροm χοmπλεξ γλψχανσ (ΦΑ2Γ2Σ2, ΕΠΟ), ωε 512 
ασσεσσεδ τηε αβιλιτψ οφ ΣιαΠΓ το ρεmοϖε σιαλογλψχανσ φροm οραλ επιτηελιαλ χελλσ, ιλλυστρατινγ ρεmοϖαλ ιν 513 
βοτη χασεσ ανδ ηιγηλιγητινγ τηε βροαδ γλψχαν σπεχιφιχιτψ οφ τηισ ενζψmε ανδ τηε αβιλιτψ οφ ζαναmιϖιρ το 514 
αφφεχτ τηισ προχεσσ. Ασ σηοων πρεϖιουσλψ, ΝανΗ ωασ αλσο χαπαβλε οφ δεσιαλψλατινγ οραλ επιτηελιαλ χελλσ 515 
[22]. 516 
Χονσιδερινγ τηε αβιλιτψ οφ ζαναmιϖιρ το ινηιβιτ Π. γινγιϖαλισ σιαλιδασε αχτιϖιτψ, ιν ϖιτρο ϖιρυλενχε mοδελσ 517 
ωερε χαρριεδ ουτ. Ιτ ηασ βεεν σηοων πρεϖιουσλψ τηατ ΝανΗ ισ κεψ δυρινγ βιοφιλm φορmατιον ιν Τ. 518 
φορσψτηια, ανδ τηατ σιαλιδασε ινηιβιτορσ αρε αλσο δετριmενταλ το Τ. φορσψτηια βιοφιλmσ [42]. Wε οβσερϖεδ 519 
τηατ σιαλιδασε ινηιβιτορσ δεχρεασεδ Π. γινγιϖαλισ βιοφιλm φορmατιον ον ηοστ γλψχοπροτειν σουρχεσ, 520 
σιγνιφιχαντλψ ον σαλιϖα ανδ mυχιν. Ιν αδδιτιον, βιοφιλm φορmατιον οφ σιαλιδασε δεφιχιεντ Π. γινγιϖαλισ ον 521 
mυχιν ωασ ρεδυχεδ χοmπαρεδ το ιτσ παρεντ, ανδ ρεστορεδ υπον χοmπλεmεντατιον. Βιοφιλmσ οφ 522 
σιαλιδασε δεφιχιεντ Π. γινγιϖαλισ αρε αλσο ρεδυχεδ ον πλαστιχ συρφαχεσ [17]. Τηερε αρε ϖαριουσ 523 
mεχηανισmσ βψ ωηιχη σιαλιδασε αχτιϖιτψ mαψ χοντριβυτε το Π. γινγιϖαλισ βιοφιλm φορmατιον. Ποσσιβιλιτιεσ 524 
ινχλυδε δεχρεασεδ προτεολψσισ ανδ συβσεθυεντ νυτριεντ δεφιχιενχψ ορ αν ιναβιλιτψ το ατταχη το χλεαϖεδ 525 
προτεινσ, σινχε σιαλψλατιον mαψ προτεχτ αγαινστ προτεολψτιχ αχτιϖιτψ [43]. Ιντερφερενχε ωιτη τηε Π. 526 
γινγιϖαλισ χαπσυλε ισ αλσο ποσσιβλε, σιαλιδασε εξπρεσσιον αππεαρσ το βε ιmπορταντ φορ Π. γινγιϖαλισ 527 
χαπσυλαρ σψντηεσισ, mυταντσ δεφιχιεντ ιν ΣιαΠΓ σηοω ρεδυχεδ χαπσυλε φορmατιον [17, 18], ανδ ψετ λοσσ 528 
οφ τηε χαπσυλε ηασ βεεν σηοων το ενηανχε βιοφιλm φορmατιον [44], τηυσ, ωε mιγητ εξπεχτ ζαναmιϖιρ 529 
(ορ σιαλιδασε κνοχκουτ) το ενηανχε βιοφιλm φορmατιον, βυτ ηερε ωε οβσερϖεδ τηε οπποσιτε, ποσσιβλψ 530 
βεχαυσε νον−χαπσυλατεδ (φιmβριατεδ) στραινσ ωερε τεστεδ. Ιν ανψ χασε, ωε χαννοτ ρυλε ουτ τηε 531 
ποσσιβιλιτψ τηατ σιαλιδασε ινηιβιτιον mαψ ιντερφερε ωιτη χαπσυλαρ στρυχτυρε ορ ιντεραχτιονσ ιν τηε χασε οφ 532 
Π. γινγιϖαλισ στραινσ ωηιχη αρε ενχαπσυλατεδ. Φιναλλψ, mατυρατιον ανδ προχεσσινγ οφ γινγιπαινσ−533 
προτεασεσ χεντραλ το Π. γινγιϖαλισ ϖιρυλενχε ανδ ασαχηαρολψτιχ νυτριτιον−ισ αλσο αλτερεδ ιν σιαλιδασε 534 
δεφιχιεντ mυταντσ [18]. Ζαναmιϖιρ mαψ ιmπαχτ βιοφιλm φορmατιον τηρουγη ανψ, ορ αλλ, οφ τηεσε 535 
mεχηανισmσ. Ιτ ωουλδ βε παρτιχυλαρλψ ιντερεστινγ το ασσεσσ τηε ιmπαχτ οφ ζαναmιϖιρ ον mιξεδ−σπεχιεσ 536 
βιοφιλmσ, ανδ ιν αδδιτιον το διρεχτ ιmπαχτσ ον σιαλιχ αχιδ−mεδιατεδ ιντεραχτιονσ ανδ ανψ ινδιρεχτ 537 
εφφεχτσ τηατ mαψ ρεσυλτ φροm σιαλιδασε ινηιβιτιον. Φορ εξαmπλε, ιτ ηασ βεεν πρεϖιουσλψ σηοων τηατ 538 
λψσινε γινγιπαινσ (Κγπ) οφ Π. γινγιϖαλισ mεδιατε Τ. φορσψτηια λεϖελσ ιν mιξεδ σπεχιεσ βιοφιλmσ [45], ανδ . 539 
γιϖεν τηατ σιαλψλατιον mαψ ινφλυενχε προτεασε αχχεσσ το προτειν βαχκβονεσ, ινηιβιτιον οφ Π. γινγιϖαλισ 540 
σιαλιδασε mαψ αλσο ιmπαχτ τηε αχτιϖιτψ οφ Κγπ, συβσεθυεντλψ ρεπροδυχινγ τηε δετριmενταλ εφφεχτ οφ Κγπ 541 
δεφιχιενχψ ον Τ. φορσψτηια αβυνδανχε. Σιmιλαρλψ, ιτ ηασ βεεν νοτεδ τηατ Τ. φορσψτηια συρφαχε Σ−λαψερ 542 
γλψχανσ πλαψ α ποτεντιαλ ρολε ιν λοχαλισατιον ωιτη Π. γινγιϖαλισ ωιτηιν πολψmιχροβιαλ βιοφιλmσ [46].  543 
Τηεσε γλψχανσ χονταιν τερmιναλ νονυλοσονιχ αναλογυεσ οφ σιαλιχ αχιδ (πσευδαmινιχ ανδ λεγιαναmινιχ 544 
αχιδσ) ανδ ιτ ισ ποσσιβλε τηατ Ζαναmιϖιρ mαψ ινφλυενχε τηεσε ιντεραχτιονσ ασ α γλψχαν mιmιχ. 545 
Γιϖεν τηατ περιοδονταλ πατηογεν σιαλιδασεσ ηαϖε βεεν σηοων το βε ιmπορταντ δυρινγ ηοστ χελλ 546 
ασσοχιατιον [17, 18, 22, 42] ανδ ζαναmιϖιρ ινηιβιτεδ ηοστ χελλ συρφαχε δεσιαλψλατιον βψ ΣιαΠΓ, βυτ νοτ Τ. 547 
φορσψτηια ΝανΗ,  ιτ mιγητ βε εξπεχτεδ τηατ ζαναmιϖιρ ωουλδ δεχρεασε ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ 548 
ηοστ χελλσ βψ Π. γινγιϖαλισ βυτ νοτ Τ. φορσψτηια. Συρπρισινγλψ, ηοστ χελλ ασσοχιατιον ωασ γρεατλψ ινηιβιτεδ 549 
ιν τηε χασε οφ βοτη οργανισmσ, ανδ ιν τηε σιαλιδασε νεγατιϖε Φ. νυχλεατυm [13].  Οφ νοτε ηερε ισ τηατ 550 
ωηιλε ουρ δατα ρε−εmπηασιζε τηε ρολε οφ σιαλιδασε ιν τηε εθυιϖαλεντ Π. γινγιϖαλισ χαπσυλατεδ W83 551 
στραιν [18], ινδιχατινγ τηατ τηισ πηενοτψπε ισ ωιδεσπρεαδ ιν Π. γινγιϖαλισ, ιτ ωουλδ βε οφ ιντερεστ το 552 
εσταβλιση ωηετηερ ζαναmαϖιρ ηασ τηε σαmε εφφεχτ ον χαπσυλατεδ στραινσ. Ιτ ισ αλσο ποσσιβλε τηατ οτηερ 553 
περιοδονταλ πατηογεν ϖιρυλενχε φαχτορσ αρε ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ. Φορ εξαmπλε, τηε αδηεσιν ΦαδΑ ισ 554 
ηιγηλψ χονσερϖεδ αmονγ οραλ φυσοβαχτερια, ανδ χονσιδερεδ ιmπορταντ φορ ασσοχιατιον ωιτη οραλ 555 
επιτηελιαλ χελλσ [47] ανδ ηασ βεεν σηοων το βινδ χελλ συρφαχε Ε−σελεχτιν, ωηοσε νατιϖε λιγανδ ισ α 556 
σιαλογλψχαν (σιαλψλ λεωισ Α/Ξ), σο περηαπσ α σιαλιχ αχιδ αναλογυε mιγητ ιντερφερε ωιτη ΦαδΑ−ηοστ χελλ 557 
συρφαχε ιντεραχτιονσ.  558 
Αλτηουγη τηε mονοσπεχιεσ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ηιντεδ ατ τηε υσεφυλνεσσ οφ ζαναmιϖιρ ασ αν 559 
αντι−ϖιρυλενχε τηεραπευτιχ, περιοδοντιτισ ισ mεδιατεδ βψ α δψσβιοτιχ πολψmιχροβιαλ χοmmυνιτψ. 560 
Τηερεφορε, ωε περφορmεδ mιξεδ σπεχιεσ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ωιτη χοmβινατιονσ οφ αλλ τηρεε 561 
οφ τηε περιοδονταλ πατηογενσ φροm τηε mονοσπεχιεσ αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ. Ιmπορταντλψ, 562 
ζαναmιϖιρ ινφλυενχεδ ινϖασιον ιν τηε τριπλε−σπεχιεσ ινφεχτιον mοδελ ωιτη Φ. νυχλεατυm, Π. γινγιϖαλισ, 563 
ανδ Τ. φορσψτηια. Dεσπιτε εϖιδενχε οφ σψνεργψ ιν ινϖασιϖε χαπαβιλιτψ ρεπορτεδ ιν τηε λιτερατυρε [34, 36, 564 
48] ωε ωερε συρπρισεδ ζαναmιϖιρ εφφεχτεδ αλλ σπεχιεσ ιν τηεσε ασσαψσ, γιϖεν τηατ Φ. νυχλεατυm ηασ νο 565 
σιαλιδασε ανδ Τ. φορσψτηια σιαλιδασε ισ ονλψ ωεακλψ ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ. Ονε εξπλανατιον mιγητ βε 566 
τηατ ονλψ α mοδεστ ρεδυχτιον ιν σιαλιδασε αχτιϖιτψ χαν ρεδυχε ινϖασιον φορ Τ. φορσψτηια. Ηοωεϖερ, 567 
ζαναmιϖιρ αχτσ ον ηοστ σιαλιδασεσ, ιν παρτιχυλαρ Νευ1 ανδ Νευ3, ωηιχη χοντριβυτε το τηε ιmmυνε 568 
ρεσπονσε το βαχτερια ϖια ΤΛΡσ, ωηερε ηοστ σιαλιδασεσ αρε mοβιλισεδ το τηε πλασmα mεmβρανε ωηερε 569 
τηεψ αχτιϖατε ΤΛΡσ 2−, 3− ανδ 4− [49−51], ανδ ζαναmιϖιρ (ανδ οτηερ σιαλιδασε ινηιβιτορσ) ηασ βεεν 570 
σηοων το ινηιβιτ ΤΛΡ αχτιϖατιον βψ ΛΠΣ [52].  Ινηιβιτιον οφ ηοστ χελλ σιαλιδασεσ βψ ζαναmιϖιρ mαψ 571 
τηερεφορε αφφεχτ τηε χελλ συρφαχε χηαργε ανδ γλψχοσψλατιον στατε οφ ρεχεπτορσ ινϖολϖεδ ιν βαχτεριαλ 572 
αδηεσιον ανδ ινϖασιον. Ινδεεδ ουρ δατα mαψ συγγεστ τηατ τηερε αρε ηοστ ανδ βαχτεριαλ σιαλιδασε 573 
δεπενδεντ εϖεντσ τηατ νοτ ονλψ ωαρραντ φυρτηερ στυδψ βυτ mακε α στρονγ χασε φορ τηε ποτεντιαλ οφ 574 
τηεσε ινηιβιτορσ το αφφεχτ περιοδονταλ δισεασε πατηογενεσισ, σινχε τηεψ mαψ ηαϖε δυαλ αχτιον ον ηοστ 575 
ανδ βαχτεριαλ προχεσσεσ. 576 
Χονχλυσιον 577 
Ιν συmmαρψ, ωε φυρτηερ χηαραχτερισεδ τηε σιαλιδασε οφ Π. γινγιϖαλισ, ανδ προϖιδεδ εϖιδενχε 578 
αδϖοχατινγ φορ τηε δεϖελοπmεντ οφ σιαλιδασε ινηιβιτορσ ασ τηεραπευτιχσ φορ περιοδοντιτισ−ανδ οτηερ 579 
δισεασεσ−ωηερε βαχτεριαλ σιαλιδασεσ πλαψ κεψ ρολεσ ιν ϖιρυλενχε. Ζαναmιϖιρ ωασ χαπαβλε οφ ινηιβιτινγ 580 
σιαλιδασε αχτιϖιτψ ανδ ϖιρυλενχε mεχηανισmσ οφ Π. γινγιϖαλισ, mοστ προmινεντλψ ηοστ χελλ ασσοχιατιον. 581 
Ηοωεϖερ, ουρ στυδψ ραισεσ σεϖεραλ θυεστιονσ ανδ διρεχτιονσ φορ φυρτηερ ωορκ, mοστ νοταβλψ τηατ ηοστ 582 
ασ ωελλ ασ βαχτεριαλ σιαλιδασε mαψ ινφλυενχε ιντεραχτιονσ mορε τηαν χυρρεντλψ υνδερστοοδ. Υλτιmατελψ, 583 
σιαλιδασε ινηιβιτιον ρεπρεσεντσ α ποτεντιαλ νοϖελ τηεραπψ φορ περιοδονταλ ανδ οτηερ δισεασεσ, ανδ 584 
mεριτσ φυρτηερ ινϖεστιγατιον.  Φιναλλψ, ζαναmιϖιρ ισ α σαφε ανδ εφφιχαχιουσ δρυγ φορ τρεατmεντ οφ 585 
ινφλυενζα, βυτ χλεαρλψ ονλψ ινηιβιτσ βαχτεριαλ σιαλιδασεσ ρελατιϖελψ ωεακλψ (∝Μ  WmΜ ρανγε).   Ηοωεϖερ, 586 
ιτσ εφφεχτιϖενεσσ ιν τηισ στυδψ συγγεστσ τηατ τηε δεϖελοπmεντ οφ mορε ποτεντ ανδ σελεχτιϖε ινηιβιτορσ 587 
οφ βαχτεριαλ σιαλιδασε σηουλδ βε α φοχυσ ιν υπχοmινγ ψεαρσ ασ τηεψ mαψ ηολδ ποτεντιαλ ασ α σαφε ανδ 588 
εφφιχαχιουσ τρεατmεντ ιν περιοδονταλ ανδ οτηερ δισεασεσ. 589 
Αυτηορ στατεmεντσ 590 
Φυνδινγ: ΑΦ ανδ ΜΣ ωερε φυνδεδ βψ α ΒΒΣΡΧ ιΧΑΣΕ στυδεντσηιπσ (ΒΒ/Κ501098/1, ΒΒ/Μ01570Ξ/1), 591 
ωηιλε ΧΠ ωασ φυνδεδ βψ α γραντ φροm τηε Dυνηιλλ Μεδιχαλ Τρυστ το ΓΣ (DΜΤ−Ρ185/0211).  Wε 592 
αχκνοωλεδγε τηε φυνδινγ φορm ΝΙΗ γραντ DΕ14749 το ΑΣ ανδ Wιλλιαm Μ. Φεαγανσ Ενδοωεδ Χηαιρ 593 
Ρεσεαρχη Φυνδ, Υνιϖερσιτψ ατ Βυφφαλο Σχηοολ οφ Dενταλ Μεδιχινε το ΚΗ.   594 
Χονφλιχτ οφ Ιντερεστ: Wε δεχλαρε νο χονφλιχτσ οφ ιντερεστ, βεσιδεσ τηε προϖισιον οφ ζαναmιϖιρ βψ 595 
ΓλαξοΣmιτηΚλινε (ΓΣΚ), Στεϖεναγε, ΥΚ, ανδ ΑΦ ωασ σπονσορεδ βψ α ΒΒΣΡΧ ιΧΑΣΕ στυδεντσηιπ 596 
(ΒΒ/Κ501098/1) ιν παρτνερσηιπ ωιτη ΓΣΚ. 597 
Αυτηορ χοντριβυτιονσ: ΑΦ, ΓΣ, ϑΠ ανδ DΒ δεϖισεδ τηε χονχεπτ οφ τηε ωορκ.  ΑΦ, ΜΣ, ΠΥ, DΣ, ΚΗ ανδ ΧΠ 598 
περφορmεδ ασπεχτσ οφ λαβ αναλψσισ.  ΑΦ, ΓΣ ανδ ΑΣ δραφτεδ ανδ ωροτε τηε mανυσχριπτ.  Αλλ αυτηορσ 599 
χοντριβυτεδ το εδιτινγ οφ τηε παπερ. 600 
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Φιγυρε λεγενδσ: 745 
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Φιγυρε 1. πΗ οπτιmα οφ Π. γινγιϖαλισ ωηολε χελλ σιαλιδασε αχτιϖιτψ ανδ πυριφιεδ ρεχοmβιναντ ΣιαΠΓ.  747 
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οφ βυφφερσ ωιτη ϖαριαβλε πΗ.  Ρεαχτιονσ ωερε ηαλτεδ ανδ τηε πΗ εθυαλισεδ βψ αδδιτιον οφ αν εξχεσσ οφ 749 
σοδιυm χαρβονατε−βιχαρβονατε βυφφερ, πΗ 10.5.  Σιαλιδασε αχτιϖιτψ χαταλψσεδ τηε προδυχτιον οφ 4−ΜΥ 750 
φροm ΜΥ−ΝΑΝΑ, ωηιχη ωασ θυαντιφιεδ βψ mεασυρινγ φλυορεσχενχε οφ τηε ρεαχτιονσ ατ εξχιτατιον ανδ 751 
εmισσιον ωαϖελενγτησ οφ 350 ανδ 450 νm.  Α) ΣιαΠΓ (Β) Π. γινγιϖαλισ.  Dατα σηοων ρεπρεσεντ τηε 752 
mεαν οφ ονε εξπεριmεντ ωηερε εαχη χονδιτιον ωασ ρεπεατεδ τηρεε τιmεσ.  Ερρορ βαρσ = Σ.Ε.Μ. 753 
Φιγυρε 2.  Ρεαχτιον κινετιχσ οφ ΜΥΝΑΝΑ ανδ ΣιαΠΓ υνδερ διφφερεντ χονδιτιονσ.  ςαριαβλε 754 
χονχεντρατιονσ οφ ΜΥΝΑΝΑ ωερε εξποσεδ το ΣιαΠΓ, υνδερ διφφερεντ πΗ ανδ σαλινιτψ χονδιτιονσ. 755 
Ρεαχτιονσ ωερε θυενχηεδ βψ αδδιτιον οφ πΗ 10.5 βυφφερ ατ 1, 2, ανδ 3 mιν, ανδ τηε ρατε οφ 4−ΜΥ 756 
ρελεασε δετερmινεδ βψ αππλιχατιον οφ α 4−ΜΥ στανδαρδ χυρϖε.  Α) Μιχηαελισ WΜεντεν πλοτ, ρατε οφ 4−757 
ΜΥ ρελεασε (ς0, ∝mολ ΜΥ ρελεασεδ mιν−1 mγ−1 ΣιαΠΓ), πλοττεδ αγαινστ [ΜΥΝΑΝΑ] (∝Μ) υσινγ Πρισm 7 758 
(ΓραπηΠαδ). Ερρορ βαρσ = ΣD (Β) Ταβλε συmmαρισινγ Μιχηαελισ−Μεντεν ρεαχτιον κινετιχσ ανδ χαταλψτιχ 759 
εφφιχιενχψ οφ ΣιαΠΓ ανδ ΜΥ−ΝΑΝΑ, τηε ταβλε ινχλυδεσ τηε κχατ (4−ΜΥ ρελεασε mιν−1), ανδ κχατ/ΚΜ (∝Μ 760 
mιν−1).  Dατα σηοων ρεπρεσεντ τηε mεαν (± Σ.D.) οφ ονε εξπεριmεντ, ωηερε εαχη χονδιτιον ωασ 761 
ρεπεατεδ τηρεε τιmεσ περ εξπεριmεντ. 762 
Φιγυρε 3. Ρεαχτιον κινετιχσ οφ 3− ορ 6− σιαλψλλαχτοσε ανδ ΣιαΠΓ υνδερ διφφερεντ χονδιτιονσ.  ςαριαβλε 763 
χονχεντρατιονσ οφ σιαλψλλαχτοσε ωερε εξποσεδ το ΣιαΠΓ, υνδερ χονδιτιονσ mιmιχκινγ πηψσιολογιχαλ (πΗ 764 
7.4 200 mΜ ΝαΧλ). Ρεαχτιονσ ωερε θυενχηεδ βψ χοmmενχινγ τηε τηιοβαρβιτυριχ αχιδ ασσαψ ατ 1, 2, 765 
ανδ 3 mιν, ανδ τηε ρατε οφ Νευ5Αχ ρελεασε δετερmινεδ βψ αππλιχατιον οφ α Νευ5Αχ στανδαρδ χυρϖε.  766 
(Α) Μιχηαελισ WΜεντεν πλοτ, ρατε οφ 4−ΜΥ ρελεασε (ς0, ∝mολ ΜΥ ρελεασεδ mιν−1 mγ−1 ΣιαΠΓ), πλοττεδ 767 
αγαινστ [3− ορ 6− σιαλψλλαχτοσε] (∝Μ) υσινγ Πρισm 7 (ΓραπηΠαδ). Ερρορ βαρσ = ΣΕΜ. (Β) Ταβλε 768 
συmmαρισινγ Μιχηαελισ−Μεντεν ρεαχτιον κινετιχσ ανδ χαταλψτιχ εφφιχιενχψ οφ ΣιαΠΓ ανδ ΜΥ−ΝΑΝΑ, τηε 769 
ταβλε ινχλυδεσ τηε κχατ (4−ΜΥ ρελεασε mιν−1), ανδ κχατ/ΚΜ (∝Μ mιν−1).  Dατα σηοων ρεπρεσεντ τηε mεαν 770 
(± Σ.D.) οφ ονε εξπεριmεντ, ωηερε εαχη χονδιτιον ωασ ρεπεατεδ τηρεε τιmεσ περ εξπεριmεντ.  771 
Φιγυρε 4.  Dεσιαλψλατιον οφ ηοστ−ρελεϖαντ γλψχανσ βψ ΣιαΠΓ. ΥΗΠΛΧ χηροmατογραm σηοωινγ ελυτιον οφ 772 
ΦΑ2Γ2Σ2 ανδ ΣΛεΞ ωιτη ανδ ωιτηουτ διγεστιον βψ ΣιαΠΓ. & ?' ?^ ?ĐŽŶƚĂŝŶƐɲ ?−6 λινκεδ Νευ5Αχ. 773 
Σοmε χονταmινατινγ γλψχανσ χαν βε οβσερϖεδ ιν τηε υνδιγεστεδ σαmπλε, βυτ τηεσε αλσο αππεαρ το βε 774 
δεσιαλψλατεδ. Γχ = Ν−ŐůǇĐŽůǇůŶĞƵƌĂŵŝŶŝĐĂĐŝĚ ?^>ĞyĐŽŶƚĂŝŶƐɲ ?−3 λινκεδ Νευ5Αχ. 775 
Φιγυρε 6. Ινηιβιτιον οφ περιοδονταλ πατηογεν σιαλιδασε αχτιϖιτψ βψ ζαναmιϖιρ. ΜΥΝΑΝΑ ωασ εξποσεδ 776 
το περιοδονταλ πατηογενσ ορ πυριφιεδ σιαλιδασεσ. Σιαλιδασε αχτιϖιτψ ωασ εξπρεσσεδ ασ τηε διφφερενχε ιν 777 
4−ΜΥ φλυορεσχενχε ρελατιϖε το χονδιτιονσ ωιτη νο ινηιβιτορ. Α) ΜΥΝΑΝΑ ωασ εξποσεδ το Τ. φορσψτηια 778 
ορ Π. γινγιϖαλισ ιν τηε πρεσενχε οφ ζαναmιϖιρ φορ 1 ηουρ ανδ 4 ηουρσ, ρεσπεχτιϖελψ. Dατα ρεπρεσεντ τηε 779 
mεαν οφ τωο εξπεριmενταλ ρεπεατσ, ωηερε εαχη χονδιτιον ωασ περφορmεδ τηρεε τιmεσ περ 780 
εξπεριmεντ. Ερρορ βαρσ = ΣD. Β) ΜΥΝΑΝΑ ωασ εξποσεδ το ΣιαΠΓ ανδ ΝανΗ ιν τηε πρεσενχε ορ 781 
αβσενχε οφ ζαναmιϖιρ (1−10 mΜ, 1 mΜ ινχρεmεντσ), ανδ τηε ΙΧ50 οφ ζαναmιϖιρ φορ βοτη ενζψmεσ 782 
οβταινεδ υσινγ τηε ϖαριαβλε σλοπε mοδελ ιν Γραπηπαδ Πρισm 7. Dατα ρεπρεσεντ τηε mεαν οφ τηρεε 783 
εξπεριmεντσ, ωηερε εαχη χονδιτιον ωασ ρεπεατεδ τηρεε τιmεσ. Ερρορ βαρσ=ΣΕΜ. 784 
Φιγυρε 7. Ενζψmε σψνεργψ ιν σιαλιχ αχιδ ρελεασε φροm ΒΣΜ, ανδ ινηιβιτιον βψ ζαναmιϖιρ. ΒΣΜ ωασ 785 
ινχυβατεδ ωιτη ειτηερ ΝανΣ, ΣιαΠΓ, ορ ΝανΣ + ΣιαΠΓ, ιν τηε πρεσενχε ορ αβσενχε οφ 0.5 mΜ 786 
ζαναmιϖιρ, βεφορε υνδεργοινγ τηε ΤΒΑ ασσαψ το ασσεσσ σιαλιχ αχιδ ρελεασε. Dατα βασεδ ον τηε mεαν οφ 787 
τηρεε εξπεριmεντσ, εαχη χονδιτιον ωασ τεστεδ ιν τριπλιχατε δυρινγ εαχη εξπεριmεντ. Ερρορ Βαρσ=ΣΕΜ. 788 
Σιγνιφιχανχε δετερmινεδ βψ ονε−ωαψ ΑΝΟςΑ ωιτη ρεπεατεδ mεασυρεσ, ωιτη Βονφερρονι χορρεχτιον φορ 789 
mυλτιπλε χοmπαρισονσ (∗π=<0.05, ∗∗π=<0.01). 790 
Φιγυρε 8. Ζαναmιϖιρ ινηιβιτσ Π. γινγιϖαλισ γροωτη ανδ βιοφιλm φορmατιον ον σιαλογλψχοπροτεινσ. 791 
Βαχτερια ωερε χυλτυρεδ φορ 5 δαψσ ατ 37 °Χ αναεροβιχαλλψ, ιν τηε πρεσενχε οφ Νευ5Αχ, ορ ον συρφαχεσ 792 
χοατεδ ωιτη τηε γλψχοπροτεινσ mυχιν, σαλιϖα, ορ σερυm. Αλλ χονδιτιονσ ωερε περφορmεδ ιν τηε 793 
πρεσενχε ορ αβσενχε οφ ζαναmιϖιρ. Α) Τοταλ γροωτη; ΟD600 οφ τηε χυλτυρε ωασ υσεδ το θυαντιφψ 794 
βαχτερια ιν βοτη βιοφιλm ανδ πλανκτονιχ στατεσ. Β) Βιοφιλm φορmατιον, θυαντιφιεδ βψ ρεσυσπενσιον οφ 795 
βιοφιλmσ ανδ χουντινγ τηε νυmβερ οφ βαχτερια υνδερ mιχροσχοπψ. Αλλ δατα σηοων ρεπρεσεντ τηε mεαν 796 
οφ τηρεε βιολογιχαλ ρεπεατσ, ωηερε χονδιτιονσ ωερε τεστεδ τηρεε τιmεσ περ εξπεριmεντ. Ερρορ βαρσ 797 
=ΣΕΜ. Σιγνιφιχανχε δετερmινεδ βψ Τ−τεστ, ∗∗π=>0.01, ∗∗∗π=>0.005.  798 
Φιγυρε 9. Βιοφιλm φορmατιον βψ Π. γινγιϖαλισ  ? ? ? ?ƐŝĂůŝĚĂƐĞĚĞĨŝĐŝĞŶƚWŐ ? ? ?ȴƐŝĂW' ?ĂŶĚ^ŝĂW' 799 
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĞĚƐƚƌĂŝŶȴƐŝĂW'+. Π. γινγιϖαλισ στραινσ ωερε ρεσυσπενδεδ το αν ΟD600 0.5, ανδ σεεδεδ 800 
ιντο mιχροτιτρε πλατεσ πρεχοατεδ ωιτη mυχιν (ΒΣΜ), ανδ βιοφιλmσ ωερε χυλτυρεδ φορ 24 ηουρσ ατ 37°Χ 801 
αναεροβιχαλλψ. Dατα ρεπρεσεντ τηε mεαν οφ φουρ ρεπλιχατεσ περ χονδιτιον. Ερρορ βαρσ = ΣD, στατιστιχαλ 802 
σιγνιφιχανχε δετερmινεδ βψ υνπαιρεδ Τ−τεστ χοmπαρεδ το τηε WΤ στραιν, ∗∗π=<0.01). 803 
Φιγυρε 10. Πυριφιεδ σιαλιδασεσ δεσιαλψλατε οραλ επιτηελιαλ χελλ συρφαχεσ, ανδ ιν τηε χασε οφ ΣιαΠΓ τηισ ισ 804 
ινηιβιτεδ βψ ζαναmιϖιρ. ĞůůƐǁĞƌĞƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚůĞĐƚŝŶƐĨŽƌɲ ?− ?ĂŶĚɲ ?−6 λινκεδ σιαλιχ αχιδ ιν ρεδ ανδ 805 
γρεεν, ρεσπεχτιϖελψ. Πριορ το σταινινγ, χελλσ ωερε τρεατεδ ωιτη ΝανΗ ανδ ΣιαΠΓ ιν ΠΒΣ, ιν τηε πρεσενχε 806 
ορ αβσενχε οφ 10 mΜ ζαναmιϖιρ (ζαν), ασ ινδιχατεδ. Αλλ ιmαγεσ ωερε ϖισυαλισεδ υσινγ τηε σαmε 807 
mιχροσχοπψ ανδ ιmαγε προχεσσινγ παραmετερσ (φλυορεσχενχε ιντενσιτψ, εξποσυρε τιmε ανδ 808 
βαχκγρουνδ συβτραχτιον). Ιmαγεσ ωερε χαπτυρεδ ιν τηρεε φιελδσ οφ ϖιεω, ανδ τηισ ωασ ρεπεατεδ ιν 809 
τηρεε σεπαρατε εξπεριmεντσ. Ιmαγεσ σηοων αρε ρεπρεσεντατιϖε οφ εαχη χονδιτιον. Σεπαρατε χολουρ 810 
χηαννελσ αρε δισπλαψεδ ιν τηε συππλεmενταρψ ινφορmατιον (συππλεmενταλ φιγυρε Σ3).  811 
Φιγυρε 11. Τηε εφφεχτ οφ ζαναmιϖιρ ον ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ επιτηελιαλ χελλσ δυρινγ 812 
mονοσπεχιεσ ινφεχτιον. Αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ον ΟΚΦ6 ανδ Η357 χελλ λινεσ ωερε περφορmεδ ιν 813 
τηε πρεσενχε ορ αβσενχε οφ 10 mΜ ζαναmιϖιρ (τηατχηεδ ανδ βλαχκ βαρσ, ρεσπεχτιϖελψ) ωιτη ειτηερ Α) Τ. 814 
φορσψτηια, Β) Π. γινγιϖαλισ, ορ Χ) Φ. νυχλεατυm. Βαχτεριαλ ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ ασσοχιατιον 815 
ωιτη ηοστ χελλσ ωασ νορmαλισεδ το τηε νυmβερ οφ βαχτερια τηατ ωερε υσεδ το ινφεχτ εαχη χονδιτιον 816 
τηατ ηαδ συρϖιϖεδ τηε δυρατιον οφ τηε ασσαψ (τηε περχενταγε οφ ϖιαβλε βαχτερια).  Dατα ρεπρεσεντ τηε 817 
mεαν φροm τηρεε ινδεπενδεντ εξπεριmενταλ ρεπεατσ, ανδ εαχη χονδιτιον ωασ ρεπεατεδ ιν τριπλιχατε 818 
δυρινγ εαχη εξπεριmεντ. Ερρορ βαρσ=ΣΕΜ, Σιγνιφιχανχε δετερmινεδ βψ παιρεδ Τ−τεστ, ∗π=<0.05, ∗∗  819 
Φιγυρε 12. Τηε εφφεχτ οφ ζαναmιϖιρ ον ατταχηmεντ ανδ ινϖασιον οφ επιτηελιαλ χελλσ δυρινγ 820 
mυλτισπεχιεσ ινφεχτιον. Αντιβιοτιχ προτεχτιον ασσαψσ ωερε περφορmεδ ιν τηε πρεσενχε ορ αβσενχε οφ 821 
10 mΜ ζαναmιϖιρ (τηατχηεδ ανδ βλαχκ βαρσ, ρεσπεχτιϖελψ) ωιτη διφφερεντ χοmβινατιονσ οφ Τ. φορσψτηια, 822 
Φ. νυχλεατυm, ανδ Π. γινγιϖαλισ το εσταβλιση ηοστ χελλ ασσοχιατιον ιν εαχη ινστανχε. Α) Τ. φορσψτηια + Φ. 823 
νυχλεατυm Β) Τ. φορσψτηια + Π. γινγιϖαλισ. Χ) Φ. νυχλεατυm + Π. γινγιϖαλισ D) Τ. φορσψτηια, Φ. νυχλεατυm, 824 
ανδ Π. γινγιϖαλισ. Βαχτεριαλ ατταχηmεντ, ινϖασιον, ανδ τοταλ ασσοχιατιον ωιτη ηοστ χελλσ ωασ νορmαλισεδ 825 
το τηε νυmβερ οφ βαχτερια τηατ ωερε υσεδ το ινφεχτ εαχη χονδιτιον τηατ ηαδ συρϖιϖεδ τηε δυρατιον οφ 826 
τηε ασσαψ (τηε περχενταγε οφ ϖιαβλε βαχτερια). Ζαναmιϖιρ = 10 mΜ ζαναmιϖιρ πρεσεντ δυρινγ ηοστ χελλ 827 
εξποσυρε το βαχτερια. Dατα ρεπρεσεντ τηε mεαν φροm τηρεε εξπεριmενταλ ρεπεατσ, ανδ εαχη χονδιτιον 828 
ωασ ρεπεατεδ ιν τριπλιχατε δυρινγ εαχη εξπεριmεντ. Ερρορ βαρσ=ΣΕΜ, Σιγνιφιχανχε δετερmινεδ βψ 829 
παιρεδ Τ−τεστ, ∗π=<0.05, ∗∗π=<0.01. ∗∗∗π=<0.001.   830 
Ταβλε 1. Λιστ οφ πριmερσ υσεδ ιν τηισ στυδψ 831 
 832 
Πριmερσ φορ σιαΠΓ δελετιον mυταντ  
Πριmερ ^ĞƋƵĞŶĐĞ ? ? ?AN ? ? ? 
 #1   ΤΑΧΓΓΧΑΤΧΓΧΓΓΤΤΤΤΓΑ  
 #2   ΤΧΓΧΧΑΤΑΓΑΑΤΑΧΑΓΓΑΤΑΑΓΧ  
 #3   γγγχαατττχττττττγτχατΤΓΑΑΑΑΧΤΑΤΤΤΤΑΤΑΧΧΑΤΤΤΤΓΓΓΑ  
 #4   ΤΧΧΧΑΑΑΑΤΓΓΤΑΤΑΑΑΑΤΑΓΤΤΤΤΧΑατγαχααααααγαααττγχχχ  
 #5   ααααατττχατχχττχγταγΓΑΑΤΑΓΤΓΧΤΤΤΤΤΤΤΑΤΧΓΑΓΤΤΤΤΤΧ  
 #6   ΓΑΑΑΑΑΧΤΧΓΑΤΑΑΑΑΑΑΑΓΧΑΧΤΑΤΤΧχταχγααγγατγααατττττ  
 Σεθυενχεσ ιν υππερ χασε χορρεσπονδ το σιαΠΓ ανδ λοωερ χασε το ερmΦ. 
 
 Πριmερσ φορ σιαΠΓ χοmπλεmεντατιον 
 ΦWD ΒαmΗΙ  ΧΓΧΓΓΑΤΧΧΓ τααταχγαχτχαχταταγγ 
 ΡΕς ΣαλΙ  ΤΤΓΑΧΓΤΧΓΑΧΓΧΓΤχταγτταττγχτχαγχγγτγγ 
 Ενδονυχλεασε σιτεσ αρε υνδερλινεδ.  
 833 
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHIMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
)LJXUH &OLFNKHUHWRDFFHVVGRZQORDG)LJXUH)LJXUHMSJ
		
Native	protein	
MANNTLLAKTRRYVCLVVFCCLMAMMHLSGQEVTMWGDSHGVAPNQVRRTLVKVALSESLPPGAKQIRIGFSLP
KETEEKVTALYLLVSDSLAVRDLPDYKGRVSYDSFPISKEDRTTALSADSVAGRCFFYLAADIGPVASFSRSDTLTARVE
ELAVDGRPLPLKELSPASRRLYREYEALFVPGDGGSRNYRIPSILKTANGTLIAMADRRKYNQTDLPEDIDIVMRRST
DGGKSWSDPRIIVQGEGRNHGFGDVALVQTQAGKLLMIFVGGVGLWQSTPDRPQRTYISESRDEGLTWSPPRDI
THFIFGKDCADPGRSRWLASFCASGQGLVLPSGRVMFVAAIRESGQEYVLNNYVLYSDDEGGTWQLSDCAYHRG
DEAKLSLMPDGRVLMSVRNQGRQESRQRFFALSSDDGLTWERAKQFEGIHDPGCNGAMLQVKRNGRNQMLHS
LPLGPDGRRDGAVYLFDHVSGRWSAPVVVNSGSSAYSDMTLLADGTIGYFVEEDDEISLVFIRFVLDDLFDARQ	
Supplemental	figure	S1.	Purification	of	SiaPG	A)	SiaPG	purification	via	affinity	chromatography.	L=	
Molecular	mass	ladder,	ins	=	insoluble	fraction	of	whole	bacterial	lysate,	sol	=	soluble	fraction	of	
whole	bacterial	lysate,	F	=	flow	through,	W	=	wash,	elution	fractions	were	1	ml	each.	B)	Purified	
SiaPG	post-dialysis.	C)	Native	gene	encoding	SiaPG	and	resulting	encoded	protein	(PG_0352,	
obtained	from	UniProt;		Q7MX62),	100	%	protein	identity	between	W83	and	ATCC	33277	strains).	
Red	=	secretion	signal	site,	absent	in	the	codon	optimized	protein	expressed	here	using	E.	coli.	
C	
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Supplemental	figure	S2:	Sialidase	activity	of	SiaPG,	P.	gingivalis	SiaPG-inactivated	isogenic	mutant	
(Pg381ΔsiaPG)	and	its	complemented	strain	(ΔsiaPG
+
)	 	
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Supplemental	figure	S3.	Purified	sialidases	desialylate	oral	epithelial	cell	surfaces.	
Cells	were	stained	with	lectins	for	α2-3	and	α2-6	linked	sialic	acid	in	red	and	green,	respectively.	
Prior	to	staining,	cells	were	treated	with	NanH	and	SiaPG	in	PBS,	in	the	presence	or	absence	of	
10mM	zanamivir,	as	indicated.	All	images	were	visualised	using	the	same	microscopy	and	image	
processing	parameters	(fluorescence	intensity,	exposure	time	and	background	subtraction).	Images	
were	captured	in	three	fields	of	view,	and	this	was	repeated	in	three	separate	experiments.	Images	
shown	are	representative	of	each	condition.	
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Supplemental	figure	S4.	Viability	testing	of	OKF6	oral	epithelial	cells	exposed	to	zanamivir.	
The	oral	epithelial	cell	line	OKF6	was	exposed	to	T.	forsythia	in	the	presence	and	absence	of	10	mM	
zanamivir	for	2.5	hours,	followed	by	an	MTT	assay	on	cells,	or	an	LDH	assay	on	culture	supernatant,	
with	the	absorbance	at	490	and	540	nm	for	LDH	and	MTT,	respectively,	used	to	relatively	quantify	
levels	of	MTT	and	LDH.	Data	shown	represent	the	mean	of	two	experiments,	where	each	condition	
was	repeated	three	times	per	experiment.	Error	bars=SEM.	No	significant	differences	were	found	
(where	p=<0.05),	as	determined	by	one	way	ANOVA,	with	repeated	measures	and	Tukey’s	correction	
for	multiple	comparisons.	
			
Supplemental	figure	S5.	Viability	testing	of	periodontal	pathogens	exposed	to	zanamivir.	
T.	forsythia,	P.	gingivalis,	and	F.	nucleatum	were	incubated	in	the	presence	and	absence	of	10mM	
zanamivir	for	2.5	hours,	followed	by	enumeration	of	viable	organisms	by	agar	plate	counts,	and	data	
were	expressed	as	the	change	in	cell	numbers	relative	to	the	untreated	condition.	Data	shown	
represent	the	mean	of	three	experiments,	where	each	condition	was	repeated	three	times	per	
experiment.	Error	bars=SD.	Significance	determined	by	T-test	(*p=<0.05).	 	
		
Supplemental	Figure	S6.	Association	of	P.	gingivalis	with	OBA9	cells.		OBA-9	cells	were	incubated	
with	P.	gingivalis	381	or	the	SiaPG	inactivated	mutant	(ΔPG352),	in	the	presence	or	absence	of	100	
and	200	µg	of	SiaPG.		Bacterial	association	was	calculated	as	percentage	of	input	bacteria.	Data	
represent	the	mean	of	two	experiments,	where	each	condition	was	repeated	three	times	per	
experiment.	Error	bars	=	SEM,	significant	differences	between	Pg	381	and	the	other	conditions	were	
determined	by	paired	T-test,	*p=<0.05,	**p=<0.01).		 	
		
Supplemental	figure	S7.	Colony	morphology	of	P.	gingivalis,	F.	nucleatum,	and	T.	forsythia	during	
mixed-species	enumeration.	
Images	of	mixed-species	agar	cultures	to	highlight	differences	in	colony	morphology.	Left	panel	=	
unassisted	view,	right	panel	=	colony	counter	microscope	view.	One	colony	representative	of	each	
species	is	labelled	on	the	images.	P.	gingivalis	(PG)	forms	opaque	black-pigmented	colonies,	T.	
forsythia	(TF)	forms	translucent	grey	colonies,	and	F.	nucleatum	(FN)	forms	large	beige	colonies,	
translucent	at	the	edges	with	a	raised,	opaque	centre.		
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Supplemental	figure	S8.	The	effect	of	zanamivir	on	attachment	and	invasion	of	epithelial	cells	co-
infected	with	T.	forsythia	and	F.	nucleatum.	
Antibiotic	protection	assays	were	performed	in	the	presence	or	absence	of	zanamivir	with	T.	
forsythia	and	F.	nucleatum.	A)	Level	of	T.	forsythia-host	cell	association,	B)	Level	of	F.	nucleatum-
host	cell	association,	or	C)	Level	of	both	T.	forsythia	and	F.	nucleatum-host	cell	association.	Bacterial	
attachment,	invasion,	and	total	association	with	host	cells	was	normalised	to	the	number	of	bacteria	
that	were	used	to	infect	each	condition	that	had	survived	the	duration	of	the	assay	(the	percentage	
of	viable	bacteria).	Zanamivir=	10mM	zanamivir	present	during	host	cell	exposure	to	bacteria.	Data	
represent	the	mean	from	three	experimental	repeats,	and	each	condition	was	repeated	in	triplicate	
during	each	experiment.	Error	bars=SEM,	Significance	determined	by	paired	T-test,	*p=<0.05,	
**p=<0.01.	
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Supplemental	figure	S9.	The	effect	of	zanamivir	on	attachment	and	invasion	of	epithelial	cells	co-
infected	with	T.	forsythia	and	P.	gingivalis.		
Antibiotic	protection	assays	were	performed	in	the	presence	or	absence	of	zanamivir	with	T.	
forsythia	and	P.	gingivalis	A)	Level	of	T.	forsythia-host	cell	association,	B)	Level	of	P.	gingivalis-host	
cell	association,	or	C)	Level	of	both	T.	forsythia	and	P.	gingivalis-host	cell	association.	Bacterial	
attachment,	invasion,	and	total	association	with	host	cells	was	normalised	to	the	number	of	bacteria	
that	were	used	to	infect	each	condition	that	had	survived	the	duration	of	the	assay	(the	percentage	
of	viable	bacteria).	Zanamivir=	10	mM	zanamivir	present	during	host	cell	exposure	to	bacteria.	Data	
represent	the	mean	from	three	experimental	repeats,	and	each	condition	was	repeated	in	triplicate	
during	each	experiment.	Error	bars=SEM.	Significance	determined	by	paired	T-test,	*p=<0.05.		
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Supplemental	figure	S10.	The	Effect	of	Zanamivir	on	Attachment	and	Invasion	of	Epithelial	Cells	
Co-infected	with	P.	gingivalis	and	F.	nucleatum.	
Antibiotic	protection	assays	were	performed	in	the	presence	or	absence	of	zanamivir	with	T.	
forsythia	and	F.	nucleatum	A)	Level	of	T.	forsythia-host	cell	association,	B)	Level	of	F.	nucleatum-host	
cell	association,	or	C)	Level	of	both	P.	gingivalis	and	F.	nucleatum-host	cell	association.	Bacterial	
attachment,	invasion,	and	total	association	with	host	cells	was	normalised	to	the	number	of	bacteria	
that	were	used	to	infect	each	condition	that	had	survived	the	duration	of	the	assay	(the	percentage	
of	viable	bacteria).	Zanamivir=10mM	zanamivir	present	during	host	cell	exposure	to	bacteria.	Data	
represent	the	mean	from	three	experimental	repeats,	and	each	condition	was	repeated	in	triplicate	
during	each	experiment.	Error	bars=SEM,	Significance	determined	by	paired	T-test,	*p=<0.05,	
**p=<0.01.	
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Supplemental	figure	S11.	The	effect	of	zanamivir	on	attachment	and	invasion	of	epithelial	cells	co-
infected	with	T.	forsythia,	F.	nucleatum,	and	P.	gingivalis.	
Antibiotic	protection	assays	were	performed	in	the	presence	or	absence	of	zanamivir	with	T.	
forsythia,	F.	nucleatum,	and	P.	gingivalis.	A)	T.	forsythia-host	cell	association,	B)	F.	nucleatum-host	
cell	association,	C)	P.	gingivalis-host	cell	association	D)	T.	forsythia,	F.	nucleatum,	and	P.	gingivalis-
host	cell	association.	Bacterial	attachment,	invasion,	and	total	association	with	host	cells	was	
normalised	to	the	number	of	bacteria	that	were	used	to	infect	each	condition	that	had	survived	the	
duration	of	the	assay	(the	percentage	of	viable	bacteria).	Zanamivir=10mM	zanamivir	present	during	
host	cell	exposure	to	bacteria.	Data	represent	the	mean	from	three	experimental	repeats,	and	each	
condition	was	repeated	in	triplicate	during	each	experiment.	Error	bars=SEM,	Significance	
determined	by	paired	T-test,	*p=<0.05,	**p=<0.01.	***p=<0.001.		
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Supplemental	table	1.	Composition	of	EPO	glycans.	
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